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1. Einleitung

Bis heute gilt die Sekundirkaries, unabhingig vom verwendeten
Restaurationsmaterial, als Hauptgrund fiir das Misslingen von Restaurationen

(Kidd et al. 1992; M;jor et al. 1992; 2002; Friedl 1995; Manhart 2003).

Trotz aller vorgeschlagenen Verarbeitungs- und Inkrementtechniken der Restau-
rationsmaterialien und dem Einsatz neuer Dentinadhdsiven haben die meisten
Materialien, die zur Restauration von Zihnen verwendet wurden, ithre Schwach-
punkte entlang des Uberganges zwischen Zahn und Restauration (Flessa et al.

1994; Mehl et al. 1994; Roulet 1994(a).

Durch Kontraktion beim Polymerisationsvorgang bzw. durch mechanische und
chemische Belastung weisen Fiillungen héufig im Dentinbereich einen Spalt auf
(Flessa et al. 1994). So ergibt sich fiir die Mikroorganismen eine Invasions-
moglichkeit ins Zahninnere. Die Folge davon ist eine bakterielle Infektion des
Dentins und Sekundiérkaries, des Weiteren sind Pulpenschddigungen, Randver-
farbungen und der Fiillungsverlust moglich (Flessa et al. 1994; Schmalz et al.

2004(a); Nover 2000).

Da bis heute das Problem noch nicht sicher gelost ist, stellt sich die Frage,

welches Material sich fiir eine dauerhafte Versorgung der Kavitit eignet.

Um der Bildung einer Sekundirkaries entgegenzuwirken, wurden vielféltige
Anstrengungen unternommen, Fiillungsmaterialien zu entwickeln, die sowohl eine

dauerhafte Applikation erlauben, als auch eine kariesprotektive Wirkung besitzen.



Nach dem gescheiterten Versuch der Fluoridzugabe zu Amalgam (Hurst &
Fraunhofer 1978; Fazzi et al. 1977) und einer emotional gefiihrten Diskussion
beziiglich toxikologischer, allergologischer und Okologischer Wirkung der
Amalgamfiillungen (Lussi et al.1989; Schiele 1997) brachte die Markteinfithrung
der so genannten Glasionomerzemente (GIZ) Anfang der 70er durch Wilson und

Kent (1972) neue Hoffnung in der Zahnmedizin.

Neben ihrer einfachen Verarbeitung (Bauer et al. 1996) werden GIZ vor allem
wegen ihrer hohen, lang andauernden Fluoridabgabe (Forsten 1990; 1991; 1994)
und damit einhergehenden Sekundarkarieshemmung geschitzt. So zeigte sich in
klinisch kontrollierten Studien bei GIZ-Fiillungen wenig Sekundirkaries (Krimer

et al. 1994; Mjor 1996; Benelli et al.1993).

Trotz der viel versprechenden kariesprotektiven Wirkung ist diese Materialgruppe
aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften, verminderter Bruch-, Abrasions- und
Druckfestigkeit (Attin et al. 1996; Pelka et al. 1996), fiir eine definitive Versorgung

von Kaulast tragenden Seitenzihnen nicht geeignet.

Auch die schrittweise eingesetzten Trends, metallverstirkten GIZ (MGIZ),
kunststoffmodifizierten GIZ (KGIZ), hochviskose GIZ (HGIZ), die bessere
Materialeigenschaften mit sich bringen sollten, konnten den hohen Erwartungen
der modernen Zahnmedizin nicht gerecht werden (Forss et al. 1991; Nicholson
1997; Pelka et al. 1996; Forsten 1995; Frankenberger & Kramer 1999). Heute ist
der Einsatzbereich dieser Materialien ausschlieBlich auf die Milchzahnfiillungs-

therapie, die semipermanente Versorgung in beiden Dentitionen und das Befestigen



indirekter Restaurationen beschrinkt (Attin et al. 1996; Frankenberger & Kridmer
1999; Ayad et al.1998; Nicholson 1997; Kriamer et al.1994;).

Zur Restauration zerstorter Zihne werden als Alternative zu Amalgam seit Jahren
preisgiinstige adhésive Fiillungstechniken angewendet (Hickel 1997; Roulet 1994;
Spreafico et al. 2005; Gaengler et al. 2001).

Fiir die klinische Anwendung von Kompositfiillungen sprechen ihre akzeptable
Biokompatibilitdit und ihr schmelz-dhnlicher Verschlei3 (Krejci et al. 1995;
Leinfelder 1995; Schmalz 1998). Eine Vielzahl von Studien und Untersuchungen
berichten iiber thren Erfolg (Gaengler et al. 2001; Spreafico et al. 2005), jedoch
sind auch die Schwachpunkte dieser Materialien nicht zu iibersehen. Die
ausgeprigte Polymerisationsschrumpfung der Kompositfiillungen fiihrt regelméfBig
zu Randspalten im Dentinbereich (Gladys et al. 2001), wodurch eine klebende
Verankerung der Kompositfiillung mit den Zahnhartsubstanzen zwingend
erforderlich wird. Die Einfiihrung und stetige Weiterentwicklung von Siure-Atz-
Techniken (Bounocore 1955) und Dentinadhésivsystemen (Haller 1994)
ermoglichten das Angebot von isthetisch akzeptablen und dauerhaft haltbaren
Kompositfiillungen. Infolge der guten klinischen Ergebnisse (Perdigao et al. 2003;
Tiirkiin 2003) ist heute eine restaurative Zahnmedizin ohne den Einsatz von
geeigneten Adhésivsystemen fast nicht mehr vorstellbar. Ungeachtet der in der
Adhisivenfiillungstherapie erzielten Fortschritte wird die durch ungeniigende
Adhésion auftretende Sekundirkaries, hauptsidchlich i1m kaulasttragenden
Seitenzahnbereich, als Hauptnachteil von Kunststofffiillungen betrachtet

(Frankenberger 2001).
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Neben Verfahren zum Legen primir randspaltfreier Fiillungen kommt dabei
Uberlegungen eine besondere Rolle zu, in die Adhisivsysteme karieshemmende
Bestandteile zu integrieren. Auf diese Weise soll, auch wenn Randspalten auftreten,

die Entstehung der Sekundarkaries gechemmt werden.

Nach Peutzfeldt (1997) ist der bisher interessanteste Ansatz das antibakterielle
Monomer 12—-Methacryloyloxydodecylpyridiniumbromid (MDPB), das von einem
antibakteriellen Mittel des quaterndren Ammoniums und einer Methacrylloyl
Gruppe synthetisiert wurde. Die Entwicklung des antibakteriellen Monomers
MDPB begann 1994 (Imazato et al.1994). Im Jahr 2004 folgte die Vermarktung des
ersten antibakteriellen und fluoridhaltigen Adhédsivsystems fiir konservierende
Zahnheilkunde. Clearfil Protect Bond (Kurarey Medical Inc., Okayama, Japan) ist
ein verbesserter Typ von Clearfil SE Bond (Kurarey Medical Inc. Okayama, Japan)
und besteht aus einem selbstitzenden Primer und einem Bonding. Die
antibakterielle Wirkung des Molekiils MDPB ist in den Primer eingebaut. Dieses
Material zeigte in bisher veroffentlichten In-vitro-Studien iiberwiegend positive
Ergebnisse: Es ist stark breitbandantibakteriell (Imazato et al. 1998; Imazato et al.
1997; Imazato et al. 2001; Schmalz et al. 2004(a), zeigt hohe Haftung an der
Zahnhartsubstanz (Celik et al. 2006; Korbmacher et al. 2006; Chieffi et al.2009;
Chieffi et al. 2005; Holzmeier et al. 2008) und es treten keine unerwiinschten
zelltoxischen Nebeneffekte auf (Imazato et al. 1999(a); Imazato et al. 2000;
Koulaouzidou et al. 2008; Gurpinar et al. 2006).

Clearfil Protect Bond hinterldsst anschlieBend eine verdnderte Oberfldche in der
Region des marginalen Randspaltes, die eine weitere Anlagerung von Bakterien

verhindern (Imazato et al. 2003a; Rolland et al. 2008) und so zum Langzeitschutz
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vor Sekundirkaries beitragen soll. Durch griindliche und tiefe Desinfektion mit
dem antimikrobiellen Monomer im Primer werden die Kavititen von potenziell
noch vorhandenen iiberlebensfihigen Bakterien gereinigt (Imazato 2004;
Feuerstein et al. 2007). Daher erwartet Gros, dass nicht nur Residualkaries, sondern
auch durch Mikroleakage verursachte Sekundérkaries verhindert bzw. deren
Progression verlangsamt wird (Imazato 2003; Kaneko et al. 2001; Imazato et al.
1998). Das antibakterielle Adhésiv verspricht, das zentrale Problem der
restaurativen Zahnmedizin, die Kosten verursachende ,,Re-Dentistry®, zu 10sen.
Ziel dieser Studie ist es, in vitro unter Berlicksichtigung der In-vivo-Bedingungen,
Fihigkeiten dieses antibakteriellen Adhisivs im Vergleich zu einem Glasiono-
merzement (Fuji IX) im Kampf gegen Sekundirkaries aufzuzeigen. Daher soll eine
Versuchsanordnung konzipiert, gebaut und erprobt werden, mit welcher das orale

Milieu moglichst genau nachgeahmt werden kann.
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2. Literaturiibersicht

2.1 Problematik ,,Re-Dentistry‘

Das Ersetzen von bestehenden Fiillungen nimmt 50 - 70% der restaurativen
Zahnbehandlung in Anspruch und gehort somit zu den tdglichen Hauptaufgaben in
der Zahnarztpraxis. Mit Abstand am hdufigsten wird die Sekundérkariesbildung
durch Randspalten als Erneuerungsgrund fiir Fiillungen angegeben (Kidd et al.
1992; Mjor et al. 1992; 2002; Friedl et al. 1995; Wilson et al. 1997; Manhart
2003).

Wihrend der Behandlung konnen in der Kavitédt verbliebene Bakterien noch eine
weitere Ursache fiir die Erneuerung der Fiillung darstellen (Terashima et al. 1969;

Zavareh & Yazdizadeh 2008).

Der Austausch einer alten Fiillung fiihrt zur VergroBerung der Kavitit und
schwicht zusitzlich den Zahn. AuBlerdem ist von groBeren Restaurationen im
Vergleich zu kleineren Fiillungen eine kiirzere Lebensdauer zu erwarten. (Brantley
et al.1995). Letztlich konnen bakterielle Infektionen die Vitalitit der Pulpa
(Frankenberger et al. 2001; Nover 2000) und sogar das Uberleben des Zahnes
gefdhrden. Anders gesagt, die Indikation zur Erneuerung einer Fiillung bedeutet fiir

den Patienten weitere Belastungen und Risiken und verursacht zusétzliche Kosten.
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2.1.1 Rezidivierende Karies

Als Kariesrezidiv wird das Fortschreiten der Karies unter einer Restauration
definiert. Dies geschieht, wenn die karifs infizierten Zahnhartsubstanzen wéhrend
der Erstbehandlung nicht vollstindig entfernt wurden. (Terashima et al. 1969;

Fusayama &Terashima 1972)

Viele Studien weisen daraufhin, dass die Karies an der Schmelz-Dentin-Grenze mit
subjektiven Methoden oft nicht erkannt und visuell und taktil tibersehen wird
(Terashima et al. 1969; Zavareh & Yazdizadeh 2008). Vor allem bei Kindern
besteht die Unsicherheit, ob die Karies wirklich komplett sauber entfernt werden
konnte, da die mangelnde Compliance der kleinen Patienten das saubere
Exkavieren des kariosen Gewebes erschwert (Boer 2006). Daraus ergibt sich das
Risiko, dass sich die Karies unter der Restauration ausbreitet (Terashima et al.
1969).

Ein anderer Grund fiir das Wiederaufflammen der Karies kann an der Schmier-
schicht, die wahrend der mechanischen Prédparation der Kavitit entsteht, liegen. In
der Schmierschicht enthaltene Bakterien konnen iiberleben, sich vermehren und

zum Kariesrezidiv fithren, wenn die Fiillung undicht ist (Swift et al. 1995).

2.1.2 Sekundirkaries

Die Sekundirkaries ist ein vollig neuer karioser Vorgang, der sich im Randbereich

von zahnérztlichen Restaurationen entwickelt (Mjor & Toffenetti 2000).

Die idtiologischen Faktoren der Sekundérkaries gleichen denen der Primérkaries.
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Histomorphologisch zeigt Sekundirkaries alle klassischen Kennzeichen primér-
karioser Defekte im Schmelz und Dentin. Wie auch bei einer Primérkaries deuten
charakteristische Verfirbungen oder eine Kavitation auf Sekundérkaries hin.
Klinisch ist also ein Unterschied zwischen Primir— und Sekundirkaries lediglich

nur durch die Existenz des Spaltraumes zwischen Fiillung und Kavititenwand

festzustellen (Kroncke 1981; Kidd 2001).

Hals und Kvinnsland (1974) unterscheiden bei der Sekundirkaries zwischen einer

dulleren und einer inneren Lision (Kavitdtenwandlidsion).

S ffrﬁ%aque Tren,

7

/;,f;f’f

/ ikrrnff

Unterfullung

,f/// : B
f,f/f// A; rsrirses

Abbildung 2.1.2: Schematische Darstellung der Sekundirkaries (Kroncke 1981)

a) duBere Lision; b,c) innere Lision (Kavititenwandlédsion)

Die AuBenlidsion befindet sich auf der Zahnoberfliche in unmittelbarer Nachbar-
schaft zur Fiillung und entspricht im Wesentlichen der Entwicklung der Primér-
karies, die sich unter einer mehr oder weniger intakten Oberfldche ausbreitet, wobei

als erster klinischer Hinweis eine typische ,,White-spot“-Lision entsteht. Aus
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dieser wird letztlich - als Folge der Demineralisation - eine kariose Kavitit

resultieren.

Die Entwicklung von einer Kavititenwandldsion hingt von existierenden Rand-
spalten ab (Hals und Kvinnsland 1974). Bakterien, Fliissigkeit, Molekiile oder
Wasserstoffionen dringen in den Spalt zwischen Fiillung und Kavitdtenwand ein:
Man spricht von ,Microleakage®. Dieser Prozess ldsst sich klinisch nicht
nachweisen (Kidd et al.1989). Es wird angenommen, dass Sekundérkaries als eine
penetrierende Entkalkungszone an dem Fiillungsrand entlang fortschreitet, der
zunichst als klinisch intakt erscheint. Erst wenn Karies den Dentinbereich erreicht
hat, kommt es wegen einer organischen Grundsubstanz zur beschleunigten

Demineralisation und der sekundirkariose Defekt weitet sich aus (Huster 1991).

Kidd et al. (1992) demonstrierten an extrahierten Zihnen, dass AuBlen- und

Kavitdtenwandlidsionen zusammen oder unabhiingig voneinander auftreten kdnnen.

2.1.2.1 Lokalisation

Statistische Angaben zeigen, dass die Karies an den zervikalen und approximalen
Seitenrdndern hiufiger als an den schneidenden oder occlusalen Oberflichen
wiederkehrt (Mjor 1985; Mjor & Toffenetti 2000). Als Ursache dafiir werden
Materialeigenschaften von Restaurationen, eingeschrinkte klinische Diagnose-
moglichkeiten und Hygiene-Schwierigkeiten, die mit dem Approximalbereich des

Zahnes verbunden sind, angesehen (Mjor & Toffenetti 2000).
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Die iiber 10 Jahre andauernden Beobachtungen von Gaengler et al. (2001) an ein-
und mehrfliachigen Kompositfiilllungen im Seitenzahnbereich haben gezeigt, dass
Sekundirkaries bevorzugt im Bereich von Black-Klasse-II-Restaurationen
vorkommt. Dennoch ist die klinische Manifestation von Sekundirkaries nicht auf
Black-Klasse-II-Fiillungen beschrinkt, die zervikalen Rinder von Black-Klasse-III-
IV- und V-Restaurationen sind ebenso oft betroffen (Mjor & Toffenetti 2000).

2.1.3 Diagnostische Schwierigkeiten bei Sekundirkaries

Die Diagnose von Sekundirkaries wird durch die topografische Lage erschwert. Da
Sekundirkaries iiberwiegend im Approximalbereich vorkommt und die Ka-
vitatenwandlasion zunidchst verdeckt verldauft, wird Sekunderkaries mittels Ob-
servation nur im fortgeschrittenen Stadium durch starke Verfirbung oder schon
entstandene Kavitation erkannt, wenn nicht das Rontgenbild als Hilfsmittel hin-
zugezogen wird. Rontgenaufnahmen aber konnen bei den restaurierten Seiten-
zdhnen falsch interpretiert werden, denn der dunkle Schatten am zervikalen Rand
von approximalliegenden Fiillungen kann auch durch falsche Angulation des Films
oder der Rontgenrohre entstanden sein. Daher kann die Diagnose von Karies in
diesem Bereich nur dann sicher konstatiert werden, wenn man die ilteren
Bissfliigelaufnahmen mit jlingeren vergleicht. Mithilfe eines routineméBigen
Einsatzes von Filmhaltern sollen derartige diagnostische Fehlleistungen ausge-

schlossen werden (Newbrun et al. 1993).

Sogar die modernen Untersuchungsmethoden wie FOTI (faseroptische Transil-

lumination), QLF (quantitative light-induced laser fluorescence) oder das Diagno-
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dent-Gerit (Fluoreszenzmessgerit) stellen keine zuverldssigen Diagnosemethoden

fir Sekundirkaries dar.

Gegen den Einsatz von FOTI fiir Dentinkariesdiagnostik im Approximalbereich
spricht die Tatsache, dass der Lichtweg approximal im Zahnschmelz ziemlich lang
ist, auBerdem erschweren die Restaurationen eine Durchleuchtung. Daher kann
man mit dieser Methode Dentinkaries unter zahnfarbenen Fiillungen nur im

Frontzahnbereich bedingt feststellen (Newbrun et al. 1993).

Bei Anwendung der QLF-Methode sind schmelzbegrenzte Approximallidsionen
grundsitzlich schwierig zu erfassen, ,,da aus jeder moglichen Betrachtungsrichtung
(bukkal, oral und okklusal) das Dentin als die hauptsédchliche Fluoreszenzquelle
fehlt. Da weiterhin die Fluoreszenz des Zahnschmelzes nur gering ist, wird die
Differenz in der Fluoreszenzintensitit und damit der Kontrast zwischen gesunder
und initial karioser Zahnhartsubstanz nach bukkal, oral und okklusal ebenfalls
gering ausfallen. Dariiber hinaus es ist schwierig den Zahnzwischenraum aus
derselben Richtung zu beleuchten und gleichzeitig zu betrachten. Folglich eignet
sich die QLF-Methode weder zur Kariesdiagnostik im Approximalzahnbereich
noch zur FErkennung karioser Léasionen unter vorhandenen Restaurationen

(Kiihnisch et al. 2002).

Das Diagnodent-Gerit ist viel handlicher als QLF, ,es kann nahezu wie eine
zahnirztliche Sonde iiber die Zahnoberfliche gefiihrt werden und durch Kippen
und Drehen erméglicht es, alle Aspekte einer Fissur zu untersuchen.* Dadurch
konnten zahlreiche Probleme, die mit QLF-Messungen verbunden waren,

vereinfacht werden. Dennoch ist Diagnodent nicht immer aussagekriftig: Belidge
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oder Verfiarbungen auf den Zihnen konnen Ergebnisse beeinflussen. Versiege-
lungen oder Fiillungen konnen zu falschen bzw. zu hohen Werten fithren. AuBer-
dem stellt Kunzelmann (2003) die Uberzeugungskraft der Methode hinsichtlich des
Bakteriennachweises in Frage und meint, dass im giinstigsten Fall diese Methode
nur iiber das Vorhandensein von Bakterien eine Aussage treffen kann, wobei
ungeklirt bleibt, ob es sich um eine aktive- oder inaktive- Karies handelt. Daher
wird auch hier empfohlen ,die Entscheidung zur Invasivtherapie nicht auf
Grundlage eines aktuellen Messwertes (30 < / nach Herstellerempfehlungen),
sondern auf der Grundlage einer deutlichen Zunahme des Messwertes zu

verschiedenen Zeiten* zu fillen (Kunzelmann 2003).

Die Differenzierung zwischen einer Sekundirkaries und einem kariesinaktiven oder
verfiarbten Randspalt ist klinisch hdufig nicht moglich, da derzeit noch klinisch
eindeutige, eine sichere Diagnose zulassende Kriterien fehlen (Kidd & Beighton,

1996).

Obwohl die Entstechung von Randspalten fiir die Entwicklung der Kavititen-
wandldsionen verantwortlich gemacht wird (Hals & Kvinnsland 1974;
Frankenberger 2001; Frankenberger et al. 2001), bedeutet dies nicht, dass ein
verfarbter klinisch sichtbarer Randspalt bereits auf eine entstandene
Kavititenwandldsion hindeutet. Kidd et al. (1995) untersuchten Plaque- und
Dentin-Proben aus den Randspalten und konnten keinen Zusammenhang zwischen
Randverfirbung und bakterieller Besiedlung feststellen (Kidd et al. 1995). Auch in
einer weiteren klinischen Studie konnten Kidd und Beighton (1996) keine
Korrelation zwischen existierenden Randspalten und einer Infektion des darunter

liegenden Dentins konstatieren. Gemill den Erkenntnissen der oben genannten
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Forschungsgruppen sollten schmale Randspalten (< 0,4 mm) und Verfirbungen an
Fiillungsridndern allein nicht ausschlaggebend fiir den Austausch von Amalgam
(Kidd et al.1995) oder zahnfarbenen Restaurationen (Kidd & Beighton 1996) sein.
Die Zihne tolerieren also in gewissem Umfang diese Mikrospaltbildung. Dennoch
wurde in den Untersuchungen von Eriksen et al. (1986) und Goldberg et al. (1981)
gezeigt, dass das Sekundirkariesrisiko bei abnehmender Randqualitiit steigt.
Gleichzeitig aber wurde nachgewiesen, dass ein signifikant hoheres Risiko mit
einer schlechten Plaquekontrolle und allgemein erhohtem Kariesrisiko korreliert.
Klinisch betrachtet bleibt ungekldrt, ab wann die Spaltbildung nicht mehr
akzeptierbar ist (Roulet 1994a). Gemdll Kidd und Beighton, (1996) kann die
eindeutige Diagnose einer Sekundirkaries nur dann gestellt werden, wenn eine

offensichtliche karidse Lision am Fiillungsrand vorliegt.

In der Kavitit verbliebene Karies muss nicht zwingend zum Kariesrezidiv fiihren.
Unter bestimmten Voraussetzungen, wie einer guten marginalen Adaptation von
Restaurationen und gleichzeitiger guter Plaquekontrolle, kann unvollstindig
entfernte Karies auch zum Stillstand kommen. Klinische Kriterien fiir eine
Wieder6ffnung der Kavitit existieren jedoch nicht. So konnte das Kariesinaktive
einem anderen Behandler als eine Sekundirkaries erscheinen und die Fiillung als
erneuerungsbediirftig (Kidd 1989; Kidd et al. 1995). Interessant dabei ist auch, dass
die den behandelnden Zahnarzt oft wechselnden Patienten mehr Restaurationen
verzeichnen als die stets denselben Zahnarzt konsultierenden Patienten (Sheiham et
al. 1985). Es ist deshalb davon auszugehen, dass Fiillungen ersetzt werden, weil
angenommen wird, es wiirde Sekundirkaries vorliegen. Allerdings wird die
Indikation zur Erneuerung hiufiger gestellt bei einer alio loco angefertigten

Restauration (Friedl et al. 1995; Mjor & Toffenetti 1992; Wilson et al. 1997).
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Wenn aber andererseits die Indikation zur Fiillungserneuerung aufgrund der un-
zuverldssigen klinischen Diagnose von Sekundidrkaries zu spit gestellt wird, kann

dies sogar zum Vitalititsverlust von Zdhnen fiihren.

2.2 Kariesétiologie

Die dtiologische Bedeutung von Bakterien bei der Entwicklung der Zahnkaries ist
lange bekannt (Clarke 1924; Miller 1892) und heutzutage unumstritten (Hellwig et
al. 1999; Marsh & Martin 1999; Sanderink 2005). Karies wird als lokalisierter
pathologischer Vorgang bakteriellen Ursprungs definiert, die zur Zerstdrung der
Zahnhartsubstanzen und letztlich zur Kavitation fithrt (Hellwig et al. 1999; Klimm
1997).

Bereits Ende des neunzehnten Jahrhunderts definierte Miller die chemoparasitidre
Theorie der Kariesentstehung. Diese besagt, dass kariogene Mikroorganismen der
Mundhohle niedermolekulare Kohlenhydrate enzymatisch abbauen unter Produ-
ktion der organischen Sduren, welche die Zahnhartsubstanzen demineralisieren
(Miller 1892; Hellwig et al. 1999). 70 Jahre spiter wurde diese Theorie von Keyes
verifiziert und erweitert. Er postulierte, dass Karies aus einem Zusammenspiel von
kariogenen Mikroorganismen als Sdurelieferanten, niedermolekularen Kohlen-
hydraten als Substraten und der Zahn als Wirtsfliche entsteht (Keyes 1962). Im
Jahr 1971 fiigte Konig den vierten Faktor, die zeitliche Exposition, hinzu, denn eine
Zerstorung der Zahnhartsubstanzen entsteht erst nach hdufigen bzw. lang

anhaltenden Saureangriffen.
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Heutzutage werden auch weitere Faktoren, wie die Zusammensetzung, der pH-
Wert, die Pufferkapazitit und FlieBrate des Speichels, ebenso wie Zahnfehl-
stellungen und Anomalien, daneben auch soziookonomische und verhaltensbe-
zogene Kriterien in die Kariesentstehungstheorie miteinbezogen (Hellwig et al.

1999).

2.2.1 Kariogene Bakterien

In der Mundhohle lassen sich mehr als 300 verschiedene Bakterienarten nach-
weisen (Listgarten 1987). Heutzutage weist man aber darauthin, dass nicht jede
Plaque in der Lage ist, Karies zu verursachen. Schiffner (1997) charakterisiert eine
kariogene Mikroflora als ,,speziell zusammengesetzte mikrobielle Flora, die durch
bestimmte Milieubedingungen aus der mikrobiellen Mundflora entsteht und sich
durch hohe Sduretoleranz, den schnellen Transport von Zuckern in die Bakterien-

zellen und deren rasche Verstoffwechselung auszeichnet®.

Als Leitkeime fiir die Karies gelten Streptokokken (S. mutans und S. sobrinus)
sowie Laktobazillen (Fethearstone at al. 2003). Beide Arten sind nicht nur azidogen
(starke Séaurebildner), sondern auch azidophil (sdureliebend), d. h., dass sie bei
niedrigen PH-Werten tiiberleben, Stoffwechsel betreiben und sich weiter vermehren

konnen (Marsh & Martin 1999).

2.2.1.1 Laktobazillen

Laktobazillen sind stark sdurebildende Organismen, die entweder nur Lactat oder

Lactat und Acetat aus Glucose bilden. Nach diesen Eigenschaften werden
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Laktobazillen in homo- und heterofermentative Arten unterteilt. L. casef, L. ferm-
entum, L. acidophilus gehoren zu den hiufigsten Arten. Laktobazillen machen
weniger als 1 % der gesamten Mundmikroflora aus. Dennoch werden sie hiufig aus
den kariosen Lisionen isoliert (Marsh & Martin 1999). Aus diesem Grund wurden
bis in die S0er Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts unter anderem auch

Laktobazillen als Ausloser der kariosen Erkrankung angesehen.

Johnston et al. (1933) zeigten im Tierversuch, dass Zucker in der Diét kariesfreier
Tiere nicht zur Zunahme der Keimzahlen von Laktobazillen fiihrte, womit sie die

Bedeutung der Laktobazillen relativierten.

Heutzutage ist bekannt, dass Laktobazillen an den Zahnfldchen nicht haften konnen
und zu den Schleimhautparasiten gehoren (Carlsson et al. 1975; Gibbons & van
Houte 1980).

Laktobazillen sind eher fiir das Fortschreiten von karidsen Lisionen verant-
wortlich und nicht fiir das Auslosen von karioser Erkrankung (van Houte 1980;
Loesche 1986). Der Grund dafiir, dass ihr Anteil und ihre Préavalenz in
fortgeschrittenen kariosen Lisionen zunehmen, ist in der auferordentlichen
Sduretoleranz dieser Bakterien zu sehen. (Loesche 1986; Marsh & Martin 1999).
,Ein hoher Laktobazillen-Gehalt des Speichels gilt als Hinweis auf karidse
Lisionen‘ (Schiffner 1997).
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2.2.1.2 Mutans-Streptokokken

Streptokokken gehoren zu den grampositiven Kokken. Sie machen einen grofen
Anteil der oralen Residentmikroflora aus. Die oralen Streptokokken sind in vier

Hauptgruppen unterteilt:

S. Mutans -Gruppe
S. Salivarius-Gruppe
S. Anginosus-Gruppe
S. Mitis-Gruppe

Fiir die Kariesaktivitit am bedeutendsten sind die Arten der S.Mutans-Gruppe.
(Marsch & Martin 1999) Diese werden zusammenfassend auch mit dem Begriff

,Mutans-Streptokokken* bezeichnet (Schiffner 1997; Marsch & Martin 1999).

Acht Serotypen (a-h) werden anerkannt, die auf der serologischen Spezifitit von
Kohlenhydratantigenen in der Zellwand basieren. Die Unterschiede zwischen
diesen Gruppen von Serotypen reichen aus, um sie in sieben verschiedene Arten zu
unterteilen.
GRUPPE ART
S.-Mutans —Gruppe S.mutans, Serotypen c,e,f
S.sobrinus, Serotypen d, g
S.rattus, Serotyp b
S. ferus, S.macacae
S.downei, Serotyp h

S.cricetus Serotyp a
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Unter ihnen sind iiberwiegend nur die beiden Arten S. mutans und S. sobrinus
humanpathogen, S. cricetus (Serotyp a) wurde bei Menschen sehr selten ange-
troffen. Die restlichen Arten von ,,Mutans-Streptokokken kommen nur bei Tie-

ren vor.

Die Artbezeichnung S. mutans ist heute auf die menschlichen Isolate beschréankt
(Marsh & Martin 1999) und wird von ca. 300 im Mund befindlichen Bak-
terienspezies (Listgarten 1987) am héufigsten angetroffen. Obwohl S. mutans von
allen Stellen im Mund isoliert worden ist (Marsh & Martin 1999), kann er sich an
Schleimhiuten nicht etablieren und ist vor allem auf den Zdhnen nachzuweisen

(Gibbons 1994).

S. mutans wurde von Clarke (1924) aus kariosen menschlichen Zahnen isoliert und
aufgrund seiner ovalen Form fiir Mutanten der runden Streptokokken gehalten.
Heute weist man aber daraufhin, dass sie ihre Form je nach metabolischem
Aktivierungsgrad von den Kokken zu Stibchen verndern (Sanderink 2005). Bis in
die Sechzigerjahre wurde dieser Art wenig Aufmerksamkeit geschenkt; erst als
man zeigte, dass nach S.mutans-Infektion und Verabreichung zuckerhaltiger Diit
bei Versuchstieren kariose Lisionen erzeugt werden konnen (Orland et al. 1954;
1955; Loesche 1986), wurden Streptokokken als Verursacher der Kariesauslosung

angesehen.

Wegen seiner Stoffwechselleistungen ist Streptokokkus mutans iiberaus bedeutend
bei der Entstehung von Karies. Dabei gilt: Je frither und je mehr Streptokokkus
mutans die Zahnflichen kolonisieren, desto groBer ist die Kariesgefdahrdung

(Loesche et al.1984; Berkowitz 2003).
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Die Kariogenitdt von S.mutans wird besonders durch die Vielzahl der Virulenz-
faktoren bestimmt: 1. Mutans Streptokokken produzieren Sdauren mit extremer

Schnelligkeit, wenn im umgebenden Milieu Saccharose vorhanden ist. 2. Auller
16sliche und unl6sliche extrazellulare, mit der Bildung von Plaque und mit
Kariogenitit in Verbindung gebrachten Polysaccharide (Glukane und Fruktane;)
generieren Mutans Streptokokken auch intrazelluldre Polysaccharide aus
Saccharose, dienend als Kohlenhydrat Reserven, die in Zeiten, in denen keine
Kohlenhydrate aus der Nahrung verfiigbar sind, in Sduren umgewandelt werden
(Marsh & Martin 1999). 3. Durch Sdureproduktion entsteht im Inneren der Plaque
ein saures Milieu. Da S.mutans im Vergleich zu anderen oralen Keimen besonders
sdauretolerant ist kann er sich unter diesen Bedingungen optimal vermehren.
Dadurch verschafft azidophiler S.mutans sich einen weiteren Selektionsvorteil

unter Ausbildung einer kariogenen Flora (Bradshaw et al. 1989).

Die am zweithdufigsten isolierte Art von ,,Mutans Streptokokken* ist S. sobrinus
(Serotypen d und g) (Marsh & Martin 1999), der ebenfalls mit Zahnkaries beim
Menschen in Verbindung gebracht wird. S. sobrinus ist der stirkste Sdurebildner
unter den Mutans-Streptokokken (Sanderink 2005), dennoch ist die Rolle, die
S. sobrinus in der Kariesentstehung spielt, bis heute nicht endgiiltig geklirt, da in
mehreren Studien nicht versucht wurde, zwischen den Arten S. mutans und

S. sobrinus zu unterscheiden (Marsh & Martin 1999).
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2.2.2 Pellikelbildung und bakterielle Adhésion

Ihr Uberleben in der Miindhohle sichern Bakterien durch Adhision an Schleim-
hiauten oder Zihnen, anderenfalls wiirden sie durch Verschlucken eliminiert, ohne
sich vermehren zu konnen (Schiffner 1997). Im Gegensatz von Laktobazillen
konnen ,,Mutans Streptokokken* sich auf Schleimhiduten nicht etablieren, daher
hat fiir sie die Adhésion an Zahnoberflichen entscheidende Bedeutung (Sanderink
2005). Bakterien kommen mit dem sauberen Schmelz sehr selten in Kontakt
(Marsh & Martin 1999), denn kommt eine gereinigte Zahnoberfldche mit Speichel
in Kontakt, ist sie in Sekundenschnelle mit Biopolymeren benetzt. (Busscher et al.
1984; Glantz et al. 1996). Dies beruht auf der selektiven Adsorption organischer
Komponenten aus dem Speichel, wie sauren prolinreichen Proteinen, Glykopro-
teinen, Serumproteinen, Enzymen und Immunglobulinen. Die Benetzung fiihrt zur
Ausbildung einer diinnen (0,1 - 1 um) elektronendichten Pellikelschicht (Hannig
1994; 1997).

Durch ihre Eigenladungen wird die Pellikel an die Kalzium- und Phosphatgruppen
der Apatitkristalle und damit an die Zahnhartsubstanz elektrostatisch festgebunden.
Bakterien der Mundhohle ihrerseits binden sich iiber physikalisch-chemische Vor-

ginge an Pellikelproteine und somit auf die Zahnoberflidche (Ellen et al. 1997).

Strukturen, die an der bakteriellen Anheftung auf Seiten der Mikroorganismen
beteiligt sind, bezeichnet man als Adhisine, die bindenden Strukturen auf Seiten
der Pellikel als Liganden oder Rezeptoren (Schiffner 1997). Eine groBBe Anzahl von
Adhédsinen reprisentiert sich durch Kohlenhydrat bindende Proteine, Lektine

genannt, auf der Zelloberfliche. Auch von Bedeutung als Adhésine sind Fimbrien,
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in der Zelloberfldache verankerte lineare Polypeptide (Antigen-I-II-Familie), Gliko-
siltransferasen (GTfs) und Lipoteichonsduren (LTA) der Bakterienzellwand sowie

extrazellulir synthetisierte Polysaccharide (Marsh & Martin 1999).

In Abhingigkeit vom Abstand zwischen Bakterienzellwand und Pellikelprotein
treten verschiedene Adhisionsmechanismen auf: Fiir die erste Fixierung der
Bakterien sind van der Waals- (iiber eine Distanz von bis zu 50 nm) und
elektrostatische (Distanz von ca. 10 — 20 nm) Krifte verantwortlich (Schiffner
1997). In einer Entfernung von 2nm finden Wasserstoffbriickenbindungen,
zwischen den Hydroxylgruppen in der Pellikel und den Phosphatgruppen in der
Bakterienwand statt. Nach der initialen bakteriellen Adhésion erfolgen spezifische
kovalente Bindungen, Ionenbindungen und elektrostatische Interaktionen zwischen
verschie-den geladenen Partikeln von Liganden und Adhisinen. Dies ermoglicht
eine stirkere Haftung der Bakterien (Bagg et al. 1999; Schiffner 1997). Ferner
werden durch Konformitdtsanderungen der Molekiille weitere zuvor versteckte
Bindungs-stellen, so genannte Krytitope, bereitgestellt. Dies ermdoglicht, dass
weitere Proteinbindungen erfolgen und weitere Mikroorganismen an bereits
angeheftete Bakterien anlagern (Aggregation) (Schiffner 1997). In weiteren
synthetisieren Bakterien aus Saccharose eine Matrix aus extrazelluldren
Polysacchariden (EPS). Wesentliche Bestandteile dieser Matrix sind Dextrane,
Glucane (Mutan) und Fructane (Lidvan). Fructan dient als Nahrungsreservoir fiir die
Mikroorganismen, wobei Dextrane und Glucane hochgradig viskdse verzweigte
Netzwerke bilden und fest an der Zahnoberfliche haften (Konig 1987; Marsh &
Martin 1999). Dadurch wird die irreversible Anheftung der Mikroorganismen
gesichert. Der Adhision folgt der schrittweise Aufbau eines strukturierten Biofilms,

der dentalen Plaque.

28



2.3 In-vitro-Modelle zur Kariesforschung

,Die Komplexitit des Mundklimas und ethische Probleme, die mit der
Untersuchung der menschlichen Mundkrankheiten verbunden sind, haben die
Notwendigkeit der Entwicklung von Labormodellen, die den menschlichen Mund-

Mikrokosmos simulieren, hervorgerufen® (Tang et al. 2003).

Bereits im Jahr 1878 schlug Magitot vor, die Plaquebildung mittels Laborver-
suchen zu untersuchen. Am Anfang des 20. Jahrhunderts versuchten die Forscher,
Tomes (1897) und Enright et al. (1932), die Rolle der verschiedenen Siuren, Salze,
Proteine und Kohlenhydrate in der Kariesentstehung in vitro festzustellen. Diese
Untersuchungen iibersahen die wichtige Bedeutung von Bakterien im Karies-
entwicklungsprozess und konnten keine Unterschiede zwischen kiinstlichen und

natiirlichen Lasionen definieren (Tang et al. 2003).

Es gibt grundsitzlich zwei Moglichkeiten zur Erzeugung karidser Lisionen in
vitro: die rein chemische oder durch Einsatz der Séaure bildenden Mikroorganismen.
Fiir die chemische Karieserzeugung werden meistens organische Sdurelosungen
wie Milchsdure, Essigsdure bzw. saure, untersittigte Kalzium- und Phosphat-

l6sungen oder angesduerte Gelsysteme eingesetzt.

Werden Demineralisationen in vitro ohne bakteriell bedingte Kollagendestruktion
nur durch Einsatz rein chemischer Losungsvorgéinge erzeugt, so zeigen diese keine
typischen Merkmale natiirlicher Lésionen (Gernhardt 1997). Auch im Vergleich zu
gelpriparierten artifiziellen Lésionen charakterisieren sich diese durch groBere

Ausdehnung (Damato et al. 1988). AuBerdem kann durch Simulation von
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kariesfordernden Bedingungen mittels angesiuerten Losungen ein verstirktes
Abgabeverhalten von Fluorid aus Glasionomerzement beobachtet werden (Forsten
1990; 1995; Schiffner et al. 2004). Kiinstliche Karies, die mithilfe angesiduerter
Gelsysteme erzeugt wurde, ist zwar gut vergleichbar mit natiirlichen Lisionen
(Silverstone 1967, Kawasaki & Featherstone 1997), doch auch bei Verwendung
dieser Methode zur Erzeugung der Derdemineralisationen im Dentinbereich, lassen
sich natiirliche Dentinldsionen ohne enzymatische Kollagendestruktion nicht

vollstindig simulieren (Phankosol et al. 1985).

In anderen Studien werden Zahnhartgewebeproben fiir einige Tage direkt in eine
bakterielle Suspension platziert (Dummer et al. 1982; Gilmour et al. 1998; Gilmour
et al. 1993). In solchen Versuchsanordnungen entfallen jedoch Phasen der
Remineralisation, weshalb meist schon nach wenigen Tagen Demineralisationen zu
erkennen sind. Die Vergleichbarkeit mit der intraoralen Situation ist unbefriedigend

(Ten Cate & Duijsters 1982).

Die Modernisierungsprozesse dieser einfachen und grundlegenden In-vitro-

Modelle haben heutzutage Fortschritte gemacht.

Im Jahre 1982 entwickelten Ten Cate und Duijster ein ,,pH-cycling* Modell, dabei
wurden bei Untersuchungen zum Demineralisationsverhalten die Verdnderungen
des intraoralen pH-Wertes im Hinblick auf Zeitintervalle nachvollzogen.
Gleichzeitig wurde die Zusammensetzung der De- bzw. Remineralisationsmedien
in vivo mit beriicksichtigt (Ten Cate & Duijsters 1982). Durch automatisch
getriecbenen Ablauf der wechselnden Zyklen zwischen demineralisierenden

Schiiben und Remineralisationsphasen konnte der mit manueller Methode
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verbundene hohe Arbeitsaufwand minimiert werden. Es wurde ermoglicht, die
Untersuchungen mit erhohter Zyklenzahl und ohne Unterbrechungen an
Wochenenden durchzufiihren (Ten Cate & Simons 1989). Jedoch bleibt auch
hierbei der Einfluss von Speichel und Plaque unberticksichtigt (Ten Cate 1990).

Ein weiteres Modell zur experimentellen Karieserzeugung in vitro ist die kiinst-
liche Mundhohle. Diese stellt eine apparative Versuchsanordnung dar, welche den
menschlichen Mund-Mikrokosmos moglichst genau nachahmt. Im Wesentlichen
besteht eine kiinstliche Miindhohle aus einer temperaturkontrollierten Kammer, in
der menschliche oder tierische Zihne oder Zahnhartsubstanzproben angebracht und
kariogenen Bedingungen ausgesetzt sind (Klimek et al. 1982; Schiffner 1997;
Hellwig et al. 1993). Dabei werden artefizielle Lésionen mithilfe kariogener
Mikroorganismen erzeugt. Diese werden dazu direkt auf die zu untersuchenden
Proben aufgebracht und durch Verabreichung von niedermolekularen
Kohlehydraten (Schiffner 1997; Schiffner & Schmeiser 1995) oder Nihrmedium
zur artifiziellen dentalen Plaque geziichtet. Gleichzeitig wird durch Zugabe von
kiinstlichem (Klimek et al. 1982; Schiffner 1997) oder menschlichem Speichel
(Sissons et al. 1985) fiir die Clearance von zugefiihrter Zuckerlosung, Bakterien
und bakteriellen Stoffwechselprodukten gesorgt und natiirliche intraorale De- und
Remineralisationsphasen nachgeahmt (Schiffner 1997). FlieBraten der Spiillosun-
gen sind festgelegt und basieren je nach Untersuchungsmodell auf Durchschnitts-

werten der Gesamtsekretionsraten oder weichen davon ab.

Von Vorteil bei derartigen Versuchsanordnungen gegeniiber In-situ-Modellen ist,
dass die Durchfithrung der Untersuchungen nicht von der Compliance der

Probanden abhingig ist und der Einfluss verschiedener Substanzen auf den
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Kariesbefall beliebig getestet werden kann. was in vivo aus praktischen ebenso wie
aus ethischen Griinden nicht moglich wire (Schiffner 1997). Aullerdem konnen
kariogene Effekte der unterschiedlichen Bakterien einzeln (Noorda et al. 1986;
Schiffner 1997) ebenso wie in beliebig zusammengesetzter (Bradshaw et al. 1989;

McKee et al. 1985) Form untersucht werden.

In derartigen Studien kann auch direkt dem menschlichen Mund entnommene
Plaque verwendet werden. Gegeniiber dem artifiziellen Zahnbelag aber hat Plaque,
die von Probanden gespendet wurde, folgenden Nachteil: Sie repridsentiert ein
individuelles Keimspektrum, wobei nicht festzu-stellen ist, welchen Anteil die
unterschiedlichen Keime eventuell an der Demineralisation der Zahnhartsubstanz
haben. Dariliber hinaus haftet bereits eine ,fertige Plaque® durch die bereits
vorhandenen extrazelluldren Polisaccharide sowie auch durch ihre Masse auf den
Proben (Schiffner 1997). Dadurch werden spezifische und unspezifische
Bakterienanheftungsvorginge iiberlagert und konnen im Kariesentstehungsprozess

nicht beriicksichtigt werden. .

,Kiinstliche Mundhohlen sind zum Studium einzelner oder kombinierter Aspekte
der Kariesitiologie sehr wertvoll* (Schiffner 1997). So wurden sie z.B. erfolgreich
zur Erforschung der Homoostase und Wechselwirkungen von Plaque (Coulter &
Russell 1976; Hudson et al. 1986; Sissons et al.1991), des Einflusses und der Rolle
des Speichels im Kariesentstehungsprozess (Schiffner 1997), zum Testen von
Kariesprotektiven und antibakteriellen Mitteln (Pigman & Newbrun 1962; Cutress
et al. 1995; Sissons et al.1995) und der Pathogenese von Griibchen , Fissuren (Katz

et al.1986) eingesetzt.
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Die Experimente werden unter Inanspruchnahme intraoraler Situation und Mog-
lichkeiten der jeweils vorhandenen Apparatur entsprechend variabel gestaltet. Die
zugrunde liegenden verschiedenen methodischen Ansidtze besitzen je nach ihrer
Zielstellung ithre Berechtigung. Das von Reeh et al. (1996) entwickelte Modell der
kiinstlichen Mundhohle ist in der Lage sogar Kaubelastungen zu simulieren. Dies
zeigt, dass diese In-vitro-Modelle hinreichend flexibel und anpassungsfihig sind,
um das komplizierte Mundklima nachahmen zu konnen (Tang et al. 2003).
Kiinstliche Mundhohlen erlauben es, Kariesentstehungsprozesse ebenso wie neu
entwickelte dentale Materialien unter Beriicksichtigung multifaktoreller Milieu-

Bedingungen zu untersuchen bis zum Ubergang zu In-situ-Modellen.

Grofter Nachteil dieser Modelle ist, dass diese Versuche mit einem hohen tech-
nischen und zeitlichen Aufwand verbunden bleiben (Krejci et al. 1990;
Featherstone 1996), wobei sich mit In-situ-Mo-dellen leichter Resultate erzielen

lassen (Featherstone 1996).

2.4 Antibakterielle Adhésive — neuer Trend in der protektiven Fiillungs-

therapie

Seit den 90er Jahren hat auf dem Gebiet der Adhésivtechnologie eine rapide
Entwicklung stattgefunden. Die in der Zahnmedizinforschung angetretene
Neuorientierung mit dem Ziel der Erhaltung eines vitalen und intakten Pulpa-
Dentin-Komplexes und der Unterstiitzung regenerativer Prozesse im Zahninneren
hat zum besseren Verstdndnis und folglich zur Verbesserung der Adhédsivmecha-

nismen gefithrt (Heidemann et al. & DGZ Version 1).
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Angesichts erzielter Erfolge werden Dentinadhédsive inzwischen als praxisreif
betrachtet. (Stachle & Hickel 1998; Manhart 2003; Heidemann et al. & DGZ

Version 1).

Neben hoher Haftung werden heutzutage an die Adhidsivsysteme weitere
Anforderungen gestellt: Ein Adhésiv muss nicht nur hohe Haftwerte erreichen,
sondern darf keinesfalls zell- und pulpentoxische Nebenwirkungen aufweisen.
AuBlerdem gewinnen im Sinne der priventiven MaBBnahmen gegen Sekundirkaries
antibakterielle Effekte der Adhdsive eine immer grof3ere Bedeutung fiir die restau-

rative Zahnmedizin [Kurarey Symposium 2004].

Unermiidlich wird weiterhin nach neuen Monomeren geforscht mit dem Ziel
zahnirztlichen Restaurationsmaterialien moglichst auch antibakterielle Bestandteile

hinzuzufiigen.

Erste Dentinadhisive, die gleichzeitig antibakterielle Breitbandwirkung und hohe
Haftung verzeichnen konnten, waren  glutaraldehydehaltige  Produkte.
Glutaraldehyd ist als starkes Desinfektionsmittel bekannt, dennoch wurde es den
Adhisivsysthemen zugefiihrt um deren Haftkraft zu steigern. Glutaraldehyd haftet
an Kollagenfasern und fithrt zur erfolgreichen Verklebung zwischen Dentin und
Restaurationsmaterial (Imazato 2003). Als Nebeneffekt zeigten Dentinadhisive,
welche Glutaraldehyd enthielten, Inhibitionszonen gegen Laktobazillen,
Streptokokken und Aktinomyzeten (Imazato 2003; Meiers & Miller 1996).

Jedoch sind die positiven Eigenschaften von Glutaraldehyd mit Nachteilen

verbunden: Glutaraldehyd zeigt kontinuierliche Aktivitit und inhibiert nicht nur
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unerwiinschte Bakterien, sondern wirkt auch zelltoxisch. Daraus resultierend stellt
sich laut Prof. Schmalz (Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie
Universitdt Regensburg): die Frage, wie viel vom toxischen Glutaraldehyd bei
Bondingverfahren appliziert wird und wie viel davon moglicherweise die Pulpa

beeinflusst (Schmalz [ConsEuro Munich] 2003).

Imazato et al. préasentierten 1994 das neue antibakterielle Monomer Methacry-
loyloxydodecylpyridiniumbromid (MDPB), das von einem antibakteriellen Mittel
des quaterndren Ammoniums und einer Methacrylloyl Gruppe synthetisiert wurde.
Die Kompositen, welchen MDPB beigefiigt wurde, zeigten lang anhaltende und
antibakterielle Breitbandwirkung gegen orale Bakterien. Gleichzeitig konnte
nachgewiesen werden, dass MDPB keinen negativen FEinfluss auf die
Polymerisation oder mechanischen Eigenschaften der Materialien hatte (Imazato et
al. 1994; Imazato & McCabe 1994). Getestet wurde auch die Wasseraufnahme von
Kompositen auf Bis-GMA-Basis und es wurde festgestellt, dass durch eine Zugabe
von 0,4 - 0,5 % MDPB dieser Prozess nicht beeinflusst wird, jedoch konnte diese
Zugabe schnellere Verfirbung des Materials bei einer Temperatur von 37 °C

hervorrufen (Imazato et al. 1999).

Im Jahr 1997 wurden erste Versuche unternommen, MDPB dem Primer
hinzuzufiigen. Die Ergebnisse waren eine wiinschenswerte stark antibakterielle
Wirkung gegen Karieserreger wie Streptokokkus mutans, Actinomyces viscosus
und Lactobacillus casei. Dabei zeigten Primer mit bis zu 5 % MDPB Gehalt keine
negative Wirkung beziiglich Haftkraft der Dentinadhésive, Produkte mit 1 und 2 %
MDPB Gehalt zeigten eine hohere Haftung als die Kontrollen (Imazato et al. 1997).
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In einer weiteren Studie berichteten Imazato et al. (2002), dass die Applikation von
Primern mit 4% MDPB die komplette Abtotung der Bakterien in
demineralisiertem Dentin  verursachte und dabei das Penetrieren des

Bondingsystems in demineralisiertem Dentin nicht beeintrachtigte.

Das erste kommerziell erhdltliche antibakterielle Adhdsiv, das Schlagzeilen
machte, war Clearfil Protect Bond (Kurarey Medical Inc., Okayama, Japan) mit
MDPB Zusatz. Clearfil Protect Bond (Kurarey Medical Inc., Okayama, Japan) ist
eine Weiterentwicklung von Clearfil SE Bond (Kurarey Medical Inc.) und besteht
aus einem antibakteriellen selbstdtzenden Primer und einem Fluorid freisetzenden

Bonding.

Neben MDPB, HEMA (2-Hydroxyithyl Methacrylat), Hydrophiles Dimethacrylat
und Wasser enthilt der selbstitzende Primer auch das Molekiil MDP (10
Methacryloyloxydecyldihydrogenphosphat), das in mehreren Studien als
Bestandteil von Clearfil SE Bond durch grof8e Haftfdahigkeit an der Zahnsubstanz
tiberzeugte (Fritz et al. 2001; Ibarra et al. 2007; Jaberi Anasari et al. 2008). Der
Bond besteht aus MDP, Bis-GMA (Bis-Phenol A Diglycytat-Methacrylat), HEMA,
Hydrophiles Dimethacrylat, dl-Camphorachinon, N, N-Diethanol-p-Toluidin,

Kolloides Siliziumoxyd und Natriumfluorid.

Es folgten zahlreiche Studien, die iiber erfolgreiche Ergebnisse berichteten: Die
antibakterielle Breitbandwirkung des MDPB Monomers als Bestandteil von
Adhisivsystemen wurde mehrfach und iiberzeugend dargestellt (Imazato et al.
1998; Imazato et al. 1997; Imazato et al. 2001; Schmalz et al. 2004). Trotzdem
haben die Ergebnisse, die Tiirkiin et al. (2006) pridsentierten, alle Erwartungen
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tibertroffen: Das antibakterielle Clearfil Protect Bond zeigte groBere Inhibitionszo-
nen gegen Streptokokkus mutans und beseitigte im Kavititentest Bakterien

effektiver als in der Praxis verwendbare iibrige Kavitidten-Desinfektions-Mittel.

Die Haftfestigkeit von Clearfil Protect Bond an Schmelz und Dentin wurde
weitgehend positiv beurteilt (Celik et al. 2006; Korbmacher et al. 2006; Chieffi et
al. 2009; Chieffi et al. 2005; Holzmeier et al. 2008; Imazato et al. 2003).

Priifungen der wasserinduzierten Nanoleakage in Dentinadhisiven haben ergeben,
dass bei Clearfil Protect Bond gegeniiber den getesteten 5 weiteren kommerziellen
Bondingsystemen der Effekt der Nanoleakage am wenigsten ausgeprigt war (Reis

et al. 2009).

Imzato et al. berichteten, dass MDPB beigesetzte Adhdsive fdahig waren in
demineralisiertes Dentin (bis 140 um tief) zu penetrieren und dort Bakterien zu
bekdmpften (Imazato et al. 2002; Kuramoto et al. 2005). Im Jahr 2005 berichtete
Tiirkiin tiber die Ergebnisse klinischer Studien, wonach Clearfil Protect Bond
postoperative Sensitivitit in ,,noncarious® Defekte bis zu 100 % inhibieren konnte,
was sich auf den Verschluss der Dentintubuli durch das Bondingsystem und die
damit einhergehende Reduktion der Microleakage zuriickfithren ldsst (Tirkiin

2005).

Die Farbstabilitit von Clearfil Protect Bond wird als exzellent beurteilt (Tiirkiin

2004; Tirkiin 2005).
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Nach all den durch positive Ergebnisse gekennzeichneten Studien sind das MDPB
Monomer und Clearfil Protect Bond neue Hoffnungstriger fiir die konservative
Zahnmedizin geworden, die die Vision von Dentinadhisiven der Zukunft

verwirklichen sollen.

2.5 Das MDPB Monomer als Gegenstand der aktuellen Forschung

Die iiberwiegende Zahl von Forschern ist sich heute dariiber einig, dass MDPB als
Bestandteil von zahnmedizinischen Produkten stark desinfizierende Wirkung
aufweist, ohne die Materialeigenschaften von Adhdsiven oder Kompositen negativ

zu beeintrichtigen.

Die Wirkungsweise des MDPB Monomers auf die Bakterien ist weitgehend
geklirt, negativ geladene Bakterienzellstrukturen werden von der positiv geladenen
Pyridiniumgruppe des MDPB Monomers angezogen. Dadurch wird elektrische
Ladung neutralisiert und die Bakterienzelle gerit aus dem Gleichgewicht, was zur

Bakteriolyse fiihrt (Imazato et al. 1998).

Dennoch wird die Verhaltensweise von MDPB nach der Polymerisation und die
zell- bzw. pulpatoxischen Aspekte widerspriichlich diskutiert. Auch die Fihigkeit

des MDPB Monomers als Priaventiv gegen Sekundirkaries wird in Frage gestellt.

Im Jahr 1999(a) priiften Imazato et al. die Toxizitit von MDPB auf den Pulpa-
Zellen ([3H]-thymidine) nach dem Kontakt mit den MDPB-Losungen
unterschiedlicher Konzentration. Kein zytotoxischer Effekt wurde beobachtet nach
dem Kontakt mit Losungen mit einer Konzentration von 10 ug ml-1 oder weniger.

Die Zytotoxizitit von MDPB wurde mit der Zytotoxizitdt von anderen Monomeren,
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die fiir zahnmedizinische Produkte eingesetzt werden, gleichgestellt und als

unbedenklich eingeschitzt.

Im Jahr 2000 fiihrten Imazato et al. eine vergleichbare Studie mittels des Dentin-
Barriertests durch, wobei sie neben Adhidsivsystemen auch Komposite ins Visier
genommnen haben, und berichteten erneut, dass die Toxizitit vom MDPB Mono-
mer niedrig war und dass bis zu 5 % MDPB in Testmaterialien im Vergleich zu
Kontrollen keine signifikante Toxizitdt gegeniiber Pulpazellen ([3H]-thymidine)
aufwiesen. Diese Ergebnisse wurden von weiteren Forschungsgruppen unterstiitzt:
Koulaouzidou et al. (2008) untersuchten die Toxizitit von Clearfil Protect Bond, im
Vergleich zur anderen kommerziellen Adhdsiven (Adper Scotchbond 1, Excite,
Tyrian SPE und One Step plus) an Fibroblasten (RPC-C2A, BHK21/C13 und
MRCS) vor und nach der Polymerisation. Zwar erzeugten alle Testmaterialien
antiproliferative Effekte an Testzellen, dennoch hat sich Clearfil Protect Bond mit

einer Zelliiberlebensrate von 66 — 97 % als am wenigstens toxisch erwiesen.

Gurpinar et al. (2006) haben in ihren Untersuchungen gezeigt, dass alle von den 4
(Mac Bond II (Tokuyama, Japan); FL. Bond (Shofu, Japan); ClearfilSE Bond
(Kuraray, Japan); Clearfil Protect Bond (Kuraray, Japan) gepriiften kommerziellen
Adhisiven toxisch gegeniiber Zellkulturen von Fibroblasten (L929) waren. Doch
bei niedrigen Konzentrationen 1:4000 (v/v) zeigte Clearfil Protect Bond ebenso wie
ClearfilSE Bond und Mac Bond II weniger Toxizitdt als FL. Bond. Die Toxizitét
von ClearfilSE Bond und Clearfil Protect Bond wurde als vergleichbar bewertet,
dabei wurde kein Unterschied zwischen dem Primer und dem Bond von Clearfil

Protect Bond beziiglich Toxizitit festgestellt. Daraus resultierend ldsst sich der
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toxische Effekt von Clearfil Protect Bond nicht auf die MDPB Monomere

zurickfiithren.

Der Meinung, dass das MDPB Monomer als Bestandteil von zahnmedizinischen
Fiillungsmaterialien hinsichtlich der Toxizitit unbedenklich sei, stehen viele For-

scher kritisch gegeniiber:

Moodley et al. 2005 untersuchten die Zytotoxizitdt von Clearfil Protect Bond an
Miusen-(3T3)-Zellkultur, indem sie in durchldssigen Membranen platzierte
Testmaterialien mit einem Zellkulturmedium 1in Kontakt brachten und
polymerisierten. Nach 24 Stunden wurden folgende Ergebnisse ermittelt: Der
Primer von Clearfil Protect Bond zeigte (Zelliiberlebensrate 30 %) mehr Toxizitét
als das Bond von Clearfil Protect Bond (Zelliiberlebensrate 91 %). Dabei wies die
Kombination von MDPB und HEMA mehr Toxizitidt auf als die Kombination
HEMA und GMA. Die Forscher kamen zu der Schlussfolgerung, dass in Clearfil
Protect Bond enthaltene suffiziente Komponenten das Uberleben von Zellkulturen
beeintrachtigen und wiesen darauf hin, dass Komponenten wie MDPB und/oder

HEMA die primédre Ursache dafiir reprédsentierten.

Demirci et al. (2008) haben sich mit Zito- und Geno-Toxizitit von Adhisiv-
systhemen befasst und untersuchten unter anderem Clearfil SE Bond (Kuraray
Medical, Okayama); AdheSE (Ivoclar Vivadent, Schaan , Liechtenstein); Prompt
L-Pop (B3M ESPE Seefeld, Germany); Excite; (Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) und auch Clearfil Protect Bond. Die Ergebnisse zeigten, dass alle
gepriiften Adhédsivsystheme zelltoxische Effekte erzeugten. Dabei waren die

Bonder von Adhésivsystemen allgemein mehr toxisch als die Primer, mit Aus-
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schluss des Primers von Clearfil Protect Bond, das mehr Toxizitit gegeniiber
menschlichen Pulpazellen (transformierte tHPC Zellen) zeigte als das Bond von
Clearfil Protect Bond und unter den getesteten Materialien am hochsten toxisch
war. Schon ab einer Konzentration von 0,45 mg/ml zeigte der Primer von Clearfil
Protect Bond die Reduktion (bzw. Abtotung) der Zellen um 50 %, gefolgt vom
Primer von Clearfil SE Bond (3.0 mg/ml), Primer von Prompt L-Pop (4.85 mg/ml)
und Primer von AdheSE (> 10 mg/ml). Im Dentin-Barriertest wurde bei keinem
von den getesteten Adhdsivsystemen ein zytotoxischer Effekt festgestellt.
Allgemein beurteilten die Forscher die Toxizitit von Adhédsiven als vergleichbar,
dennoch verwiesen sie darauf, dass die erhohte Toxizitit des Primers von Clearfil
Protect Bond auf MDPB zuriickzufiihren sei. Als Schlussfolgerung kamen die
Forscher zu dem Ergebnis, dass biologisch aktive Bestandteile in diesen
Materialien stark genug sind Pulpazellen zu gefidhrden, wenn diese ohne
Dentinschutz (z.B. Caries Profunda, direkte Uberkappung der Pulpa) den

Substanzen ausgesetzt sein sollten.

Umso mehr iiberraschen die Ergebnisse, die Ozer et al. (2008) nach der Direkt-
tiberkappung der Pulpa beobachteten. Fiir die Untersuchung wurden 8 Zihne, die
Caries Profunda aufwiesen und fiir eine Extraktion vorgesehen waren, ausgewdhlt.
Pulpen wurden im Approximalbereich mit Imm/Diameter freigelegt. 4 Zidhne
wurden mit Clearfil Protect Bond in Verbindung mit Clearfil APX (kurarey japan)
und 4 als Kontrollen mit Dycal (Dentsply/Caulk, USA) in Verbindung mit
Komposit behandelt bzw. direkt tiberkappt. Nach 90 Tagen waren alle Zihne
beschwerdefrei (asymptomatisch) und vital. 2 Zidhne, die mit Clearfil Protect Bond
behandelt wurden, mussten nicht extrahiert werden. Laut histologischem Befund

konnten in Zdhnen, die mit Clearfil Protect Bond behandelt wurden, regenerative
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Prozesse im Sinne der Formation von Dentinbriicken (,,dentin bridging*) um den
freigelegten Bereich beobachtet werden. Mit Dycal gefiillte Zidhne hingegen wiesen
die Dichtigkeitsabnahme von Odontoblasten auf und keine Bildung von
Dentinbriicken. Ozer et al. (2008) kamen zum Schluss, dass die biologische
Kompatibilitdt von Clearfil Protect Bond akzeptabel ist und dass dieses Produkt
sich fiir direkte Uberkappung der Pulpa eignet, nichtsdestotrotz forderten die
Wissenschaftler, dass diese Ergebnisse durch weitere Studien noch iiberpriift und

belegt werden sollten.

Die beschriebenen regenerativen Effekte werden durch folgende Hypothese be-
legt: Durch Reduktion der Bakterien in der Kavitit wird die Entziindungsreaktion
gehemmt, daraus resultierend werden die natiirlichen Prozesse der Geweberegene-
ration der Pulpa stimuliert, was zur Bildung von sog. "Dentinbriicken" ("Bridging")

fiihrt.

Langfristig gesehen hingt die Frage, ob es durch Zufuhr des MDPB Monomers in
den Restaurationsmaterialien zell-/pulpatoxische, allergische Reaktionen gibt, oder
gar regenerative Effekte zu erwarten sind, maBgeblich davon ab, ob MDPB nach
der Polymerisation weiterhin aktiv bleibt oder nicht und ob antibakterielle

Bestandteile freigesetzt werden konnen.

Es wurde gezeigt, dass polymerisierte Kompositen bereits in Verbindung mit nur
0,2 % MDPB eine Akkumulation einer streptokkokalen Plaque bis zu %2 (+) im
Gegensatz zu Kontrollen, die ein komplettes Plaquewachstum auf dem ganzen
Probekorper zeigten (+++), verhinderten, wenn die Proben fiir 48 St. auf den BHI

(Brein Harth Infusion) Agar-Platten geziichtet wurden. Die antibakterielle Wirkung
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blieb sogar nach 3-monatiger Lagerung der polymerisierten Proben in Wasser
vorhanden: auf den Proben mit MDPB Zusatz war die Plaqueakkumulation mit
> 0,2 ODssy (optische Dichte der Vorkultur) signifikant weniger als auf den
Kontrollen (> 0,4 ODss).

Imazato et al. (1994) erkliarten, dass das “MDPB Molekiil“ wihrend der
Polymerisation durch die Methacryloyl-Struktur in die Polymermatrix fest
eingebaut und nicht mehr freigesetzt wird. Trotzdem kann es seine antibakteriellen

Fihigkeiten durch Direktkontakt mit Bakterien dauerhaft durchsetzen.

Es folgten weitere Studien die zeigten, dass das MDPB Monomer als Bestandteil
von Kompositen (Imazato et al.1998(a); Imazato & McCabe 1994) oder Adhi-
sivsystemen (Imazato et al. 1998; 2003) féahig ist, eine antibakterielle Wirkung auch

nach der Polymerisation zu entfalten.

Dass das MDPB Monomer auf der chemischen Ebene in die Polymermatrix
covalent eingebaut wird, scheint allgemein keine Zweifel zu erregen, doch von der
Hypothese, dass damit eine permanente Karies hemmende Wirkung hervorgeht,

sind nicht alle Forscher iiberzeugt.

Schmalz et al. (2004(a) priiften die antibakterielle Wirkung von Adhésiven mit
MDPB-Zusatz mittels des Agar-Diffusion- und Dentin-Bariertests vor und nach der
Polimerisation. Im Agar-Diffusion-Test konnte der mit MDPB beigesetzte Primer
starke antibakterielle Breitbandwirkung zeigen. Diese war mit der Wirkung von
Chlorhexidine vergleichbar. Im Dentin-Bariertest inhibierte unpolymerisiertes

MDPB das Wachstum von S. mutans, S. Sobrinus und L. Acidophilus bis zu 80 %

43



und schnitt damit besser ab als die mit Chlorhexidine behandelten Kontrollen.
Dieser Effekt wurde aber durch die Polymerisation der Testsubstanz unterbunden;
es konnten sogar durch nur 200 um starke Dentinscheiben keine Inhibitionszonen

beobachtet werden.

Prof. Schmalz (2003) interpretiert diese Ergebnisse anders als Imazato et al. (1994)
und meint, dass MDPB seine desinfizierende Wirkung nur wihrend der Einwirkzeit
des Adhisivs entfaltet und durch die Vernetzung bei der Polymerisation wieder
gestoppt wird. Gleichzeitig wird diese Eigenschaft durchaus positiv bewertet, denn
auf diese Weise sollen, im Gegensatz zum stindig aktiven Glutaraldehyd,
Nebenwirkungen auf der Pulpa oder allergische Sensibilisierungen vermieden

werden. MDPB wird als potenzielle Alternative zu Glutaraldehyd betrachtet.

Auch weitere Forschungsgruppen konnten nach der Polymerisation keine bzw.

keine lang anhaltende bakterizide Wirkung des MDPB Monomers feststellen:

Feuerstein et al. (2007) priiften unterschiedliche Dentinadhisive, darunter Clearfil
Protect Bond mittels des Agar-Diffusion-Tests und Direkt-Kontakt-Tests nach (ein,
zwel, sieben und 14 Tagen) Alterung in Phosphat-gepufferter Salzlosung auf ihre
Wirkung auf S.mutans. Die Forscher konnten bei Clearfil Protect Bond nach sieben
Tagen nach der Polymerisation immer noch eine Bakterien inhibierende Wirkung
verzeichnen. Dennoch verschwand diese nach 14-tigiger Beobachtungszeit.
Forscher diskutierten, dass MDPB wihrend der Polymerisation nicht vollstandig in
die Polymermatrix eingebaut wird und dass die nichteingebundenen Bestandteile
freigesetzt werden, was nach der Polimerisation zur kurzfristigen antibakteriellen

Wirkung fiihrt.
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Auf die Freisetzung eines MDPB—Wirkstoffs weist auch Waschinski (2007) in
seiner Dissertationsschrift hin, wobei er meint, dass die Komponente zwar
vollstindig sei, aber verglichen mit den iibrigen Bestandteilen des Materials
weniger gut in das Netzwerk eingebaut und daher verstirkt herausgewaschen
werden miisste. Dabei verschwindet die bakterizide Aktivitdt gegen S.aureus nach

19 und S. mutans schon nach 4 Tagen vollstindig.

Dies bedeutet, dass zwar die Kavitidt von zuriickgebliebenen Bakterien gereinigt
wird, was gegen Kariesrezidive niitzlich sein kann. Werden aber Eindringlinge von
auBen nicht bekdmpft, ist der Langzeitschutz gegen Sekunddrkaries nicht zu

erwarten (Feuerstein et al. 2007).

De Carvalho et al. (2009) berichteten, dass Clearfil Protect Bond nicht in der Lage
war in einer 5 Tage langen In-vitro-Studie Sekundirkaries zu inhibieren. Die mit
Clearfil Protect Bond behandelten Zihne zeigten zwar niedrigsten Mineralverlust
an der Restaurationsgrenze bei chemischer Karieserzeugung, wiesen aber den
hochsten Mineralverlust auf, wenn Karies durch Einsatz von S. mutans erzeugt

wurde.

Diese Ergebnisse stimmen wiederum mit den Ergebnissen von Kaneko et al. (2001)
und Imazato et al. (2004) nicht iiberein: Sie demonstrierten in Tierversuchen, dass
der MDPB-beigesetzte Primer antibakterielle Effekt auch in vivo zeigen konnte

und belegten damit die Niitzlichkeit von antibakteriellen Adhésiven.
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Nach all den widerspriichlichen Angaben bleibt die Wirkung des MDPB Mono-
mers nach der Polymerisation ungekléart und die Frage, ob MDPB als Bestandteil
von Bondingsystemen zum Schutz gegen sekundire Randspaltkaries tatsdchlich

beitragen kann, immer noch unbeantwortet.
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3. Ziele und Fragestellung

Moderne Dentinadhiésive konnen Haftwerte von tiber 20 MPa erzeugen (Swift et al.
1995; Fritz et al. 2001), trotzdem sind sie nicht in der Lage der Polymerisa-
tionsschrumpfung von Kompositen entgegen zu wirken und im Dentinbereich einen
komplett randspaltfreien Verbund herzustellen (Swift et al. 1995; Haller &
Trojanski  1998; Frankenberger 2001). Spalten zwischen Kavititenwand und
Restauration konnen durch Mikroorganismen aus Speichel kolonisiert werden und
Sekundirkaries und Pulpaschddigungen hervorrufen (Flessa et al. 1994;
Frankenberger et al. 2001; Nover 2000). Es wurde gezeigt, dass die
Erkrankungsrate an Sekundérkaries hoch ist (Kidd et al. 1992; Mjor et al. 1992;
2002; Friedl et al. 1995; Wilson et al. 1997; Manhart 2003). Einen weiteren Grund
fiir den erneuten Kariesbefall konnen wihrend der Erstbehandlung versehentlich in
der Kavitdt verbliebene Bakterien darstellen (Fusayama & Terashima 1972;
Terashima et al. 1969; Zavareh & Yazdizadeh 2008). Antibakterielle Adhisive
konnten fiir die Inhibition von Residual- und Sekundirkaries niitzlich sein. Es
wurde mehrfach gezeigt dass Clearfil Protect Bond, das das antibakterielle
Monomer 12—-Methacryloyloxy-dodecylpyridiniumbromid (MDPB) enthilt, starke
desinfizierende Breitband-Eigenschaften aufweist (Imazato et al. 1997; 1998; 2001;
2002; Schmalz et al. 2004; Tiirkiin et al. 2006). Aber die Frage, ob das MDPB
Monomer auch nach der Polymerisation bakterizid wirkt und damit gegen
Sekundirkaries schiitzt, ist bis heute nicht eindeutig gekldrt, da unterschiedliche
Berichte vorliegen (Imazato et al. 1994; 1997; 1998; 2003; Kaneko et al. 2001;
Schmalz et al. 2004(a); Feuerstein et al. 2007; Waschinski 2007; De Carvalho et al.
2009).
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Das Ziel dieser Studie war, die Wirkung des MDPB Monomers als Bestandteil
eines selbstdtzenden Adhéasivsystems, Clearfil™ Protect™ Bond (Kuraray Medical

Inc., Okayama, Japan), nach der Polymerisation zu ermitteln.

Durch mehrere Studien wurde die Sekundirkaries inhibierende Wirkung von
Glasionomerzementen (GIZ), die Fluorid freisetzen belegt, daher sollte die Ef-
fektivitit von Clearfil Protect Bond im Vergleich zu einem GIZ, wie z.B. Fuji IX

(“GC” Europe, Leuven, Belgien), getestet werden.

Fiir diese Untersuchung haben sich folgende konkrete Fragen ergeben:

1. Wird durch die Anwendung von Clearfil Protect Bond die Sekundéirkaries-
entstehung an dentinbegrenzten Kompositfiillungen gehemmt?

a) Kann MDPB seine bakteriziden Eigenschaften nach der Polymerisation
beibehalten?

b) Ist mittels MDPB ein kariesinhibierender Effekt nach intraoraler Verweildauer
zu erwarten, oder wird diese in einem feuchten Milieu aus dem Restaura-
tionsmaterial ausgewaschen?

2. Falls von MDPB eine permanente bakterizide Wirkung hervorgeht, konnte man
diese Eigenschaft hinsichtlich der Kariesinhibition mit Wirkung von GIZ, die durch
einen wiederauflade Effekt langfristigen Demineralisationsschutz anbieten, als

gleichgestellt betrachten?

Die geplanten Untersuchungen sollen in vitro unter Beriicksichtigung diverser In-
vivo-Faktoren, wie z. B. Bakterienflora, Plaquevorkommen und Deremineralisa-
tionskurven erfolgen. Die Verwendung einer kiinstlichen Mundhohle ist die

geeignete Methode.
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4. Material und Methode

4.1 Methodik

4.1.1 Zahnproben

Fir die Studie wurden extrahierte, intakte, kariesfreie menschliche Molaren der
zweiten Dentition mit abgeschlossenem Wurzelwachstum verwendet.
Das Probenmaterial wurde nicht ldnger als 6 Monate in Natriumazid versetzter

Ringerlosung (0,8 %ig) autbewahrt.

Zu Versuchsbeginn wurden die Zihne von anhaftenden Geweberesten mit Hilfe
von Scalern und Gracey-Kiiretten (KAVO Dental GmbH, Biberach) gesdubert.
Darauthin wurden die Wurzeln der Zihne 3 bis 5 mm unterhalb der Schmelz-
Zement-Grenze (SZG) mit einer diamantierten Trennscheibe (R 918 PB 023
Komet, Lemgo, Deutschland) abgeschnitten, Wurzelkanile wurden von Pulpage-
webe befreit und die Zihne in 70 % Ethanol zwei Stunden desinfiziert. Darauf
folgend wurden die Hocker von der Kaufliche soweit abgetragen (R 918 PB 023

Komet, Lemgo, Deutschland), bis das Dentin von Schmelz befreit war.

AnschlieBend wurden etwa @4 - Smmx T 1,8 - 2 mm grofBe, allseitig vom Dentin
begrenzte Kavitdten Klasse I mit einem zylindrischen Priparierdiamanten (S 6835
KR; Komet, Lemgo, Deutschland) unter stindiger Wasserkiihlung prépariert. Es
wurde darauf geachtet, dass iiberall um die Kavitit eine Mindestschichtstirke des

Dentins von 1 - 2 mm vorhanden war. Mit einem wasserfesten Stift wurde der
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Priparierdiamant markiert, so wurde die Tiefe der Kavitit (1,8 —2 mm)

kontrolliert.

Die Proben wurden wihrend der gesamten Verarbeitung nach Moglichkeit be-
feuchtet oder in sterilem kiinstlichem Speichel gelagert, um das Austrocknen von
Zidhnhartsubstanz zu vermeiden. Alle Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen
Bedingungen, wenn moglich im Laminar-Flow, wo sterile Auflagen und nur ste-

rile Instrumenten verwendet wurden.

4.1.2 Gruppenverteilung

Die Zidhne wurden zufillig in 4 Gruppen zu je 2 Zdhnen geteilt und die Kavititen

unterschiedlich gefiillt (Tab.: 4.1.2).

Die Kavititen der Gruppe F wurden mit dem Fluorid freisetzenden Glasio-
nomerzement (HGIZ) Fuji IX (“GC” Europe, Leuven, Belgien) gefiillt. Un-
mittelbar danach wurden die Zihne in sterilem kiinstlichem Speichel (siehe
Abschnitt 4.3.1) eingebracht und 24 Stunden in den Brutschrank gelegt. Danach

erfolgte die Politur der Fiillungen nach der unten beschriebenen Methode.

Tabelle: 4.1.2 / Gruppenverteilung

Gruppe F Gruppe OB Gruppe SB Gruppe PB

Glasionomerzement ohne Bond Clearfil™ SE Bond Clearfil™ Protect™ Bond
(Kuraray Medical Inc.,|(Kuraray — Medical  Inc.
Okayama, Japan) Okayama, Japan),

Fuji IX GP Tetric Ceram HB Tetric Ceram HB Tetric Ceram HB

,,GC*“ Europe,|(,,Ivoclar  Vivadent*“,|(,, Ivoclar Vivadent“,|(,,Ivoclar Vivadent*“,

Leuven,. Belgien) Schaan, Liechtenstein) |Schaan, Liechtenstein) |Schaan, Liechtenstein)
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Die Kavititen der Gruppe OB wurden ausschlieBlich mit dem Hybridkomposit
Komposit Tetric Ceram HB (,,Ivoclar Vivadent®, Schaan, Liechtenstein) ohne
Haftvermittler gefiillt. Durch das Ausbleiben von Haftvermittlern sollte ein un-
zureichender Verbund zwischen Komposit und Dentin und damit einhergehende

verstirkte Randspaltbildung simuliert werden.

Die Kavitidten der Gruppe PB und Gruppe SB wurden ebenfalls mit Komposit
Tetric Ceram HB (,,Ivoclar Vivadent®, Schaan, Liechtenstein) gefiillt. Dabei wurde
bei Gruppe PB das antibakterielle MDPB und das Fluorid enthaltende
Adhésivsystem Clearfil™ Protect™ Bond (Kuraray Medical Inc., Okayama, Japan)

als Haftvermittler verwendet.

Bei der Gruppe SB wurde Clearfil™ SE Bond (Kuraray Medical Inc., Okayama,
Japan) mit MDP Zusatz eingesetzt, dadurch sollte ein suffizienter Komposit-
Dentin-Verbund ohne die antibakteriellen Eigenschaften des Bonding-Systems
simuliert werden. So konnte die Wirksamkeit von Clearfil™ Protect™ Bond im
Vergleich zu einer unter optimalen Bedingungen hergestellten Restauration, die

keine antibakterielle Eigenschaften aufweist, getestet werden.

Das Vorbereiten der Kavititen erfolgte nach Herstellerangaben: Zuerst wurde der
selbstdtzende Primer appliziert und nach 20 Sek. Einwirkzeit mit sanftem Luft-
strom verblasen. Darauf folgend wurde das Bond appliziert und ebenfalls mit
sanftem Luftstrom gleichmiBig verteilt und 10 Sek. lichtgehirtet (Lampe Elipar
Highlight, ESPE, Deutschland).
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Die Kavititen wurden jeweils in zwei horizontalen Schichten mit dem Hybrid-
komposit Tetric Ceram HB (Heidemann & Kugelstopfer, KAVO Dental GmbH,
Biberach) gefiillt, dabei wurde auf die zweite Schicht ein transparentes
Matrizenband (Frasaco GmbH, Tettnang, Deutschland) aufgedriickt, die Zahn-
probe mit dem Fiillungswerkstoff wurde dann auf eine Glasplatte (Objekttriger /
Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland) gedriickt und Fiillung dadurch
geglittet. Jede Kompositschicht wurde separat 40 Sek. lang lichtgehirtet (Lampe
Elipar Highlight, ESPE, Deutschland). Unmittelbar danach erfolgte die Politur der

Fiillungen.

Abbildung 4.1.1 / Gefiillte Zahnproben

Zur Entfernung der Fiillungsiiberschiisse und Politur wurde eine Schleifmaschine
(Leco VP 100 GmbH, Neuss, Germany) eingesetzt. Die Politur erfolgte unter
standiger Wasserkiihlung - zuerst mittels Silicon-Carbid-Schleifpapier mit einer
Ko6rnung von P600, darauf folgend mit der Kornung P1200 und anschlieBend mit
der Kornung P2400. Es wurde besonders darauf geachtet, keine Fiillungs- oder

Bond- Uberschiisse zu belassen.
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Nach erfolgter Politur wurden die Zihne der Gruppen OB, SB und PB ebenfalls fiir
24 Stunden in sterilem kiinstlichem Speichel bei 37 °C gelagert, um die hy-

groskopische Expansion der Fiillungsmaterialien zu beriicksichtigen.

4.1.3 Kiinstliche Alterung der Zihne

Vorbereitete Proben wurden mittels Thermocycling-Gerdt und Kausimulator
kiinstlicher Alterung unterzogen, um die Entstehung von Randspalten voran-

zutreiben.

4.1.3.1 Termocycling

Zur Simulation der Temperaturbeanspruchung in vivo wurden die Proben einer
thermischen Wechselbelastung mittels automatisierten Termocyclinggerites
(Thermocycler V 2.8, Willytec GmbH, Miinchen, Deutschland) ausgesetzt.

Der mit Probezihnen gefiihlte Behilter dieses Gerites tauchte abwechselnd in ein
mit 55 °C destilliertem Wasser gefiilltes Becken und darauf folgend in ein gleich
konstruiertes Becken mit einer Wassertemperatur von 5 °C. Die Verweildauer in

jeweiligem Becken betrug jeweils 30 Sek., die Abtropfzeit 15 Sek.

Es wurden 2000 Zyklen durchgefiihrt.

53



4.1.3.2 Kausimulation

Unmittelbar nach dem Termocycling wurden die Proben zur Simulation der
mechanischen Belastung der Restaurationen in vivo einer Belastung im Kau-

simulator MUC-IT (Willytec GmbH, Miinchen, Deutschland) unterzogen.

Vor dem Einbringen der Proben in den Kausimulator wurden an das Wurzelteil der
Zidhne sterile, im Rocatecverfahren zuerst mit dem Strahlpulver Rocatec pre
mechanisch aufgeraute (ESPE, Seefeld) und dann mit Rocatec plus silikatisierte
Aluminiumkausimulatorplatten angebracht und mit lichthirtendem Komposit be-
festigt. Als Antagonisten wurden 5 mm Durchmesser Degussitkugeln (Al,Os-
Keramik, Durchmesser 5 mm, Hirte 1750, FRIATEC, Mannheim) verwendet.
Diese wurden in den ebenfalls im Rocatecverfahren vorbereiteten runden Kausi-

mulatorplatten genauso mit Komposit befestigt.

So vorbereitete Zahnproben wurden in acht Probenkammern, die sich auf dem
schienengefiihrten Tisch des Kausimulators MUC-II befinden, befestigt und
aufsetzbare Zylinder aus Plexiglas aufgebracht. AnschlieBend wurden die
Probenkammern mit kiinstlichem Speichel befiillt. Die Antagonisten wurden
ebenfalls im Antagonistenhalter des Kausimulators befestigt. Dann wurde das
Aufsetzen des Antagonisten auf die Proben mechanisch justiert und fiir jede Probe
individuell eingestellt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Antagonisten in der
Mitte der Fiillung auftraten. Der weitere Ablauf der Zyklen wurde elektronisch

gesteuert.
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Ein Kausimulatorzyklus startet mit dem Aufsetzen der Antagonisten auf die
Proben. Dabei werden die Proben mit auf den Laststangen aufgebrachtem Gewicht
(In diesem Fall 5 Kg = ca. 50 N) belastet. AnschlieBend findet eine Vorschub-
bewegung unter Last statt, indem sich der Tisch mit den Proben dem Antagonisten
entgegen bewegt. In der Endphase eines Zyklus werden die Proben und Antago-

nisten auBer Kontakt gebracht unmittelbar danach startet ein weiterer Zyklus.

In dieser Untersuchung durchliefen die Zahnproben 50.000 Zyklen.

4.1.4 Lagerung von gefiillten Zahnproben

So vorbereitete Proben wurden, bevor sie den Karies fordernden Bedingungen
ausgesetzt wurden, 4 Wochen lang in kiinstlichem Speichel bei 37 °C gelagert. Jede
Gruppe wurde in separaten Behiltern aufbewahrt und das Lagerungsmedium alle
24 Stunden gewechselt. Durch solch ein Vorgehen sollte die regelmédBige Entfer-
nung freigesetzter Fluoridmengen (moglicherweise auch von MDPB) aus der
Mundhohle durch das Verschlucken des Speichels nachgeahmt werden, um im
Rahmen der In-vitro-Studie eine Aussage iiber die Wirkung von Materialien nach

intraoraler Verweildauer machen zu konnen.

4.1.5 Simulation von Black-Klasse II Restaurationen
AnschlieBend wurden die Zihne mit einer diamantierten Trennscheibe (Low speed

saw, Isomet Buehler) unter standiger Wasserkiihlung senkrecht bis zur Schmelz-

Zement-Grenze halbiert, so dass die Zihne 1m restlichen Wurzelbereich verbunden
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blieben. Dadurch wurden die Zihne in mesiale und distale Teile geteilt Abb.: 4.1.5.

Durch dieses Vorgehen konnten approximale Zahnoberfldchen simuliert werden.

0>
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Abbildung 4.1.5 / Herstellung der Zahnproben

4.2 Kiinstliche Mundhohle

Fiir die Durchfithrung der Untersuchungen wurde eine im Wesentlichen aus
einem Exsikkatorgefall, einem Brutschrank und 2 Schlauchpumpen bestehende,

kiinstliche Mundhohle angefertigt.

4.2.1 Reaktionsgefil

Das Exsikkatorgefd (Rotilabo-Exsikkator Nr.1008.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) wurde fiir die Versuchsanordnung, wie unten beschrieben, modifi-
ziert:

Im unteren Gefifdrittel, seitlich an der Wand des Exsikkators, wurde eine Bohrung
mit 1cm Diameter als Abflussoffnung gelegt (Abb. 4.2.1a). In diese Offnung wurde
ein harter, 20 cm langer Kunststoffschlauch mit 1 c¢cm Durchmesser (Rotilabo-

Vakuum-Silikonschlauch Nr. 9747.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
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eingebracht und fiir die Dichtigkeit mit knetbarem Silikon (,,Optosil Comfort*
(putty); Heraeus Kulzer; Deutschland) versiegelt.

Abbildung 4.2.1a / Abflusséffnung

In die Exikkatorplatte, die zur Aufnahme der Zahnproben diente, wurde zentral
eine Offnung (1 cm x 10 cm) gelegt. Rechts und links dieser Zentraloffnung
wurden noch mal (3 cm x 6 cm) Offnungen ausgeschnitten. In die zentrale Offnung
wurde spdter der Kohlendioxidentwickler (BD GasPak 100-System; BD Diagnostic
Systems; Heidelberg, Deutschland) eingebracht. Dies war notwendig, um ein
anaerobes Milieu zu simulieren. Seitliche Offnungen ermoglichten das Abflieen
der Spiillosungen in den unteren Gefafiteil. Dieser wurde 2-mal am Tag durch
Abflussoffnung geleert (die Abfallfliissigkeit wurde in einer 10 Liter fassenden
Gewindeflasche (Y 683.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) gesammelt
und vor der Entsorgung durch Autoklavieren sterilisiert). Um diese Offnungen
herum wurden in kreisférmiger Anordnung 8 weitere Locher mit 2,5 mm Diameter
angelegt; darin wurden spiter Kausimulatorplatten mit Probekorpern platziert

(Abb. 4.2.1b).
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Abbildung 4.2.1b / Exikkarorplatte mit Probekorpern

In den durchsichtigen Deckel des Exsikkators wurden ebenfalls in kreisformiger
Anordnung 8 Paar (= 16) dicht aneinander liegende Locher in gleichen Abstinden
wie auf die Exsikkatorplatte gelegt. Weiterhin wurde eine zweite Exsikkatorplatte
verwendet, die ebenfalls dem Apparat angepasst wurde: Der Fliigelbereich der
Exsikkatorplatte wurde komplett entfernt, analog zum Deckel wurden auch hier 8
Paar (= 16) kreisformige Bohrungen gelegt, in der Mitte der Exikkatorplatte machte
man eine breite Offnung. Diese sollte spiter die Einbringung der Schliuche
ermoglichen und als Stiitze fiir Katalysatorhalter fiir Kohlendioxidentwickler
dienen. Diese zweite Exsikkatorplatte wurde dann zentral auf dem Deckel so
positioniert, dass die paarweise gebohrten Locher, von der Exsikkatorplatte und
vom Deckel exakt iibereinander lagen und mit Hitze und wasserbestindigem
Kleber an dem Deckel hafteten. Durch diese kreisformigen paarweise gelegten
Bohrungen wurden Schlduche gefiihrt, mit denen Losungen auf die Zahnproben
gebracht werden konnten. Die Paare der Bohrungen in der zweiten Exsikkatorplatte
liegen dicht beieinander. Hierdurch kommen die unteren Enden der Schlduche
(2,26 mm Aufendiameter) spannungsfrei unmittelbar aneinander zu liegen. Bei

dieser Lage der Austrittsoffnungen fiir die Spiillosungen ist gewéhrleistet, dass die
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Probezihne von zwei unterschiedlichen Losungen gleichermallen betropft werden

konnen.

Abbildung 4.3.3 / Reaktionsgefil3 mlt_ Probekérpem

Das angefertigte Reaktionsgefifl wurde in dem Brutschrank angebracht.
4.2.2 Brutschrank

Um die Durchfiihrung von Fliissigkeit fithrenden Schlduche zum oben genannten
Reaktionsgefd zu ermoglichen und gleichzeitig wihrend der Untersuchungen
Sichtblick zu behalten, war es notwendig am Brutschrank (Brutschrank Bachofer

GmbH, Weilheim, Deutschland) folgende Anderungen vorzunehmen:

Die Doppeltiiren des Brutschranks wurden abgebaut und durch zwei 2 x 4 mm
starke, zum Brutschrank passende maBgeschnittene Plexiglas-Platten, die an-
einander als zweischichtige Tiiren verklebt waren, ersetzt. Die Anordnung der

Doppelschicht war notwendig, um bessere Isolation und Temperaturstabilitit im
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Brutschrank zu gewdhrleisten. Fiir die Befestigung am Brutschrank wurden am

rechten Rand iiber und unter der Plexiglastiire Metallstdabchen verankert.

Auf die rechte Seite dieser Plexiglastiir wurden in zwei Reihen (von oben nach
unten) 8 Paar (= 16) Bohrungen mit je 2,3 mm Diameter Durchmesser gelegt. Diese
Bohrungen dienten zur Durchfithrung der Fliissigkeit fiihrenden Schliuche zum
Reaktionsgefal3. In die Mitte des unteren Tiirdrittels wurde zusétzlich eine Bohrung

mit Imm Diameter gelegt. Dadurch wurde der Abflussschlauch geleitet (Abb. 4.4).

4.2.3 Schlauchpumpen

Alle Medien wurden zu den Proben durch Silikonschlduche (Tygon Standart-
schlauch ENFT-04; ISMATEC GmbH, Wertheim-Mondfeld, Deutschland) mit
Hilfe von 2 Schlauchpumpen (MPC Standart (ISM 404), ISMATEC GmbH, Wert-
heim-Mondfeld, Deutschland) transportiert (Abb. 4.4). Jede Schlauchpumpe wurde
mit Schlauchkassetten (Pumpenkopfe MS/CA 8-6 ISM 724; ISMATEC GmbH,
Wertheim-Mondfeld, Deutschland) und 8 Schlauchen bestiickt.

Jede Pumpe kann mit 4 unterschiedlichen Programmen belegt werden, die spéter
nach Bedarf gewechselt bzw. mit anderen Angaben betrieben werden konnen (siehe
Anhang, Kap. 10.2). Die Koordination von abgespeicherten Daten wird durch den

in die Pumpen integrierten Mikroprozessor gesteuert.

Vor der Erstinbetriebnahme der Pumpen wurde fiir jedes benutzte Pumpenpro-

gramm der Schlauch-Innendurchmesser (0.44 mm) und Pumpenkopf-Identifika-
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tionscode abgespeichert. Dies wird vom Hersteller empfohlen, um korrekte Pump-

und Dosier-Werte zu gewéhrleisten.

Jede Pumpe war fiir ein Medium zustindig. Bei beiden Pumpen wurde als Pro-
gramm-1 Betriebsart ,,Intervall-Dosieren / Zeiteinheit“ gewihlt. Dies erlaubt das
repetitive Dosieren nach Zeit mit vorgegebener Pausenzeit. Als FlieBrate wurde

0,16 ml/min angegeben, Pausenzeit und Dosierzeit jeweils auf 60 min eingestellt.

Bei der fiir die Remineralisationslosung zustindigen Pumpe wurde noch das
Programm-2 ,.,Pumpen nach Flief3rate* betrieben, hierbei wurde die FlieBrate auf
83,3 ul/min eingestellt.

Um eine moglichst prizise Dosierung zu gewdhrleisten, wurden die Pumpen nach

Herstellerangaben durch Funktion ,,Fliefrate kalibrieren* kalibriert.
Die Programme Nr.1 waren fiir das alternierende Betropfen der Proben mit
Saccharose und kiinstlichem Speichel in einstiindigen Intervallen zustdndig.

Programm Nr.2 sollte die SpeichelflieBrate in Nachtsstunden simulieren.

Die Umschaltung von Programm-1 auf Programm-2 sowie das Ausschalten der

Pumpen wurde (einmal im Tag) manuell betitigt.
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4.3 Medien

4.3.1 Kiinstlicher Speichel

Als remineralisierende Losung wurde in dieser Untersuchung nach Angaben von
Matzker und Schreiber (1976) hergestellter kiinstlicher Speichel verwendet. Dieser
aber wurde von Schiffner (1997) so modifiziert, dass dem kiinstlichen Speichel
keine Glykoproteine beigefiigt wurde. Der PH-Wert dieser Losung wurde mittels
HCI auf 6,9 eingestellt.

Kiinstlicher Speichel | PettenkoferInstitut, LMU-Miinchen
I0L  Aqua destillata

12 ¢ KCL Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
8,43 g NaCl Deutschland

2,61 g KzHPO4

1,46 g CaCl,

4.3.2 Menschlicher Speichel

Um den Bakterien die Anheftung an den Zahnhartsubstanzen zu erméglichen, sollte
auf den Proben eine Pellikelschicht etabliert werden. Hierfiir wurde von freiwilli-
gen Probanden gewonnener Speichel verwendet. Dieser wurde sofort nach der
Entnahme aus dem Mund durch Vakuumfiltration mit Filtern, Porengrofe 0,2 pm
(Stericup-Vacuum-Filtrationssystem, 12ST, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land), von Bakterien befreit und in Iml kleinen Portionen bei -18 °C (max. 1
Woche lang) tiefgefroren (Schiffner 1997). Jede Woche wurde frischer Speichel

gewonnen.
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4.3.3 Saccharose Losung

Als Nihrsubstrat fiir Bakterien diente 10 %ige Saccharose Losung. Diese sollte die
Bakterienbildung von extrazelluldren Polysacchariden erméglichen und zur ver-

mehrten Sdureproduktion beitragen.

Saccharose Losung PettenkoferInstitut, LMU-Miinchen

101 Aqua destillata Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
1000 g Saccharose Deutschland

4.3.4 Bakterielle Suspension

Zur Bildung sekundirkarioser Lasionen wurde S. mutans (ATCC 25175, aus dem
mikrobiologischen Labor der Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie,
Miinchen, Deutschland) eingesetzt. Der Keim war in fliissigem Stickstoff
schockgefroren gelagert. Vor der Erstverwendung wurde S. mutans mit 500 ul
Thioglykolat-Bouilleon  (BD Diagnostic Systems; Heidelberg, Deutschland)

betropft und unter anaeroben Bedingungen bei 37 °C 4 Stunden aufgetaut.

Weiterhin  wurde S. mutans auf Trypticase-Soja-Agar-Platten (BD Diagnostic
Systems; Heidelberg, Deutschland) vorkultiviert. Einzelne Kolonien wurden
anschlieBend in 50 ml Thioglykolat-Bouilleon gebracht und im Brutschrank unter
anaeroben Bedingungen 12 Stunden bebriitet. Die entstandene bakterielle Suspen-
sion wurde 20 Minuten lang bei 1200 g zentrifugiert, danach wurde der Uberstand

abgenommen, so dass im Zentrifugationsrohrchen nur 5 ml Suspension verblieben.
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Diese wurden zur Kontamination der Zahnproben verwendet. Dabei wurden jeweils

0,05 ml auf jede Probe appliziert.

4.4 Erzeugung sekundirkarioser Léasionen

Abbildung: 4.4 / Kiinstliche Mundhohle

Die Zahnproben wurden in die fertig aufgebaute kiinstliche Mundhohle (Abb. 4.4)
eingebracht und Karies fordernden Bedingungen ausgesetzt. Fiir jede
Versuchsreithe wurden 8 Zihne verwendet, die unmittelbar vor dem Versuchs-
beginn in 70 %igem Ethanol 20 Minuten lang desinfiziert wurden. Vorversuche
haben gezeigt, dass lingeres Einwirken von 70% Ethanol zur Austrocknung von
freigelegtem Dentin fiihrte, was sich in Form von weiBlichen Flecken auf dem
Gewebe offenbarte. Aus diesem Grund wurde von lang andauernder Desinfizierung

der Zdhne mit 70 % Ethanol oder gar HeiBBluftsterilisation Abstand genommen.
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Des Weitern orientiert sich das vorliegende Kariesmodell an den Vorgaben von
Schiffner (1997). Am ersten Tag der Untersuchung wurde auf jede Zahnprobe
0,05 ml menschlicher Speichel appliziert. Dieser verblieb dort fiir eine Stunde, um
dort eine Pellikel zu bilden. Danach wurden 0,05 ml Bakteriensuspension gegeben.
Diese verblieb dort ebenfalls eine Stunde lang. An weiteren Tagen wihrend der
gesamten Untersuchungsdauer wurden die Zihne zuerst mit menschlichem
Speichel und unmittelbar danach mit bakterieller Suspension kontaminiert, so dass

beide Medien gleichzeitig eine Stunde lang auf die Zihne einwirkten.

Danach wurden die Zahnproben alternierend (je eine Stunde) mit Saccharose-
Losung und kiinstlichem Speichel versorgt. FlieBraten der Losungen wurden auf
0,16 ml/min (entspricht ca. 10 ml/h) eingestellt. Die Zufuhr von Saccharose-
Losung erfolgte in 8 Betropfungsabschnitten pro Tag, so wurde die Karies
fordernde Erndhrung nachgeahmt. Um Nachtruhezeiten zu simulieren, wurden die
Zihne fiir sieben Stunden ausschlieBlich mit kiinstlichem Speichel versorgt. In die-

ser Zeit betrug die FlieBrate 83,3 ul/min (entspricht ca. 5 ml/h).

Dieser gesamte Zyklus wurde an 5 Tagen in der Woche wiederholt. An zwei Tagen
wurde den Proben ausschlieBlich remineralisierender kiinstlicher Speichel

(83,3 ul/min) zugefiihrt.

Um die Absenkung der Inkubationstemperatur zu vermeiden, wurden die Spiil-
l6sungen vor der Verwendung bis 37 °C aufgewidrmt und auf die ebenfalls bis
37 °C vorgeheizte Heizplatte aufgestellt. So war gewdhrleistet, dass die

Inkubations-temperatur konstant zwischen 36 — 37 °C lag.
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Fiir ein anaerobes Milieu sorgte ein ins Reaktionsgefill eingebrachter Kohlen-
dioxidentwickler (BD GasPak 100-System; BD Diagnostic Systems; Heidelberg,

Deutschland). Jeden Tag wurde ein neuer Beutel verwendet.

Vor Beginn, ebenso wie nach dem Ende jedes Versuchsabschnittes, wurde der
kiinstliche Speichel, die Saccharoselosung (bzw. Abfallfliissigkeit) und das
Reaktionsgefall mit simtlichen Zuleitungsschlduchen bei 120 °C heiBluftsterilisiert.

Der Brutschrank wurde mit Aseptisol (Bode Chemie GmbH) desinfiziert.

Alle Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme aus der kiinstlichen Mund-
hohle mit Leitungswasser abgespiilt und entsprechend dem unter Kap.: 4.7 und 4.8

beschriebenen Muster ausgewertet.

4.5 Untersuchungsabschnitt I: Eignung der gewdhlten Versuchsanordnung fiir
die Erzeugung von sekunddrkarioser Lisionen und Bestimmung der Versuchsdau-

er

In ersten Untersuchungsabschnitt sollte geklirt werden, ob die gewihlte Ver-
suchsanordnung fiir die Erzeugung von Sekundirkaries @hnlichen Lésionen

geeignet war.

Weiterhin sollte auch die optimale Versuchsdauer bestimmt werden. Dabei, um
einige Fragen beziiglich der Langzeitwirkung von Testmaterialien zu beantworten,
wurde ein Versuchsablauf von bis zu 8 Wochen angestrebt. Die minimale Ver-

suchsdauer wurde auf 6 Wochen festgelegt.
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Hierzu wurden die Hilften der Proben, jeweils ein Zahn jeder Gruppe, nach sechs
Wochen aus der kiinstlichen Mundhohle entnommen, die weiteren Proben verblie-

ben 8 Wochen in der Versuchsanordnung.

4.5.1 Uberpriifung der Stoffwechselaktivitit der Plaque

Am Ende der 1., 4., 6. und 8. Woche des ersten Untersuchungsabschnittes erfolgte
die Kontrolle der Stoffwechselaktivitit der artifiziellen Plaque. Dafiir wurden von
der im Schmelzbereich der Zahnproben angewachsenen Plaque winzige
Stichproben entnommen und mit ,,LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial Viability
Kit, Nr. L-7012* (Molecular Probes, Eugene, USA) angefirbt.

Zur Durchfithrung der Doppelfarbung wurden die beiden Komponenten (A: der
griin fluoreszierende DNA-bindende Farbstoff SYTO 9 und B: der rot fluores-
zierende DNA-bindende Farbstoff Propidiumiodid) von ,,LIVE/DEAD BacLight™™
Bacterial Viability Kit“, zu gleichen Mengen gemischt und 3 pl von dieser Mi-
schung in 1 ml deionisiertes Wasser gegeben und griindlich vermischt. SchlieBlich
wurde die auf dem Objekttriger (Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland)
verteilte Plaquemasse mit dieser Suspension betropft und 15 Minuten lang bei

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Danach wurden die Objekttriger unter Mikroskop (Axioskope 2, MAT, Carl Zeiss
Jena GmbH, Goéttingen, Deutschland) mit dem Filter FITC: Ex 470 nm, Em 525 nm

untersucht.

Digitale Bilder wurden mit der Bildanalysesoftware Axiovision (SP2, Carl Zeiss

Jena GmbH, Goéttingen, Deutschland) aufgenommen.
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4.6. Untersuchungsabschnitt II und III: Einfluss der Restaurationsmaterialien

auf die Entstehung von sekunddrkariosen Liisionen.

Nachdem die gewiinschte Versuchsdauer bestimmt war, sollten in Untersuchungen
IT und IIT der Einfluss der verschiedenen Restaurationsarten auf die Bildung von
Sekundirkaries geklart werden. Hierzu wurden alle Zahnproben 8 Wochen in der
kiinstlichen Mundhohle den Karies fordernden Bedingungen, wie (Kap.4.4) ange-
geben, unterzogen. Beide Untersuchungen wurden identisch gestaltet. Diese
Vorgehensweise war notwendig, denn dadurch sollten mogliche Zufallsergebnisse
vermieden und Probenzahl verdoppelt werden, was wiederum die Aussagekraft der

ermittelten Ergebnisse erhohen sollte.

4.7 Messungen in Mikro-CT (Mikrokomputertomography)

Zum Messen der auf den Zihnen entstandenen Demineralisationen wurde das

Mikro-CT (uCT 40; SCANCO Medical AG, Bassersdorf, Schweiz) verwendet.

4.7.1 Funktionsprinzip von uCT

Im Wesentlichen stellt uCT eine Miniaturform der klinisch verwendbaren Axial-
Computer-Tomography (CAT) dar, wird aber ausschlieBlich fiir Laborzwecken
genutzt (Mercer & Anderson 1996). In beiden Methoden werden Strukturen
erkannt, indem das Gewebe aus verschiedenen Richtungen (Projektionen) heraus
mit Rontgenstrahlen durchstrahlt wird. Wihrend der Adsorption interagieren

Rontgenphotonen mit Atomen des untersuchten Objekts und die Strahlungsinten-
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sitit der ausgesandten Strahlen wird in Abhéngigkeit von der Atom-Dichte des
Materials unterschiedlich abgeschwicht (Attenuation) (Davis & Wong 1996).
Detektoren zeichnen diese Strahlen auf und liefern die Daten fiir die weitere
Rekonstruktion. Der Intensititsverlust ausgesandter Strahlen wird durch ein
mathematisches Verfahren (Riickprojektion) zum linearen Schwichungskoeffizient
() definiert und dargestellt in verschiedenen Grauwerten als CT-Bild. Im jedem
Pixel dieses CT-Bildes ist der CT-Wert gespeichert, der in Hounsfield-Units (HU)

angegeben wird.

CT-Wert = (uGewebe - uH,0) /uH,0 - 1000 HU

Viele benachbarte transversale Schichten ergeben einen Volumendatensatz, der
durch einen Algorithmus berechnet wird (Nowotny WS 02/03; Engelke et al.
1999). Diese Daten konnen zwei- oder dreidimensional rekonstruiert werden und
fiir qualitative oder quantitative Analyse verwendet werden. (Dowker et al. 1997;

Mercer & Anderson 1996; Peters et al. 2003; Rhodes et al. 2001).

Im Gegensatz zu klinischem CT-Scannen, stehen bei der uCT die Strahlungs-
quelle und der Detektor fest und das zu untersuchende Objekt rotiert. Diese zer-
storungsfreie Methode erlaubt die Darstellung von inneren Strukturen mit hoherer
Ortsauflosung (5 - 50 pm) (Engelke et al. 1999), wodurch die Unterscheidung

zwischen dichter und weniger dichter Materie deutlich verbessert wird.

69



4.7.2 Durchfiihrung der uCT Messungen

Fiir die Durchfithrung der uCT Messungen wurden Zahnproben von Kausimula-
torplatten so abgesigt (Buehler Isomet Low speed saw), dass es von jedem Zahn 2
separate Teile (mesiale-Hilfte wund distale-Hélfte) gab. Jede Hilfte von jeder
Zahnprobe wurde mit der Schmelzseite an den diinnen Holzstdbchen mit Sekun-
denkleber (UHU GmbH & Co. KG. Biihl (Baden) in einer Reihe im Abstand von
3 mm befestigt. AnschlieBend wurde das Stibchen mit den Probekorpern in einem
aus transparenten Polyakryl angefertigten, 16.4 mm Diameter grofen zy-
lindrischen Probenhalter angebracht. Auf den Boden des Probenhalters wurde
Silikonmasse ohne Anwendung des Katalysators (,,Optosil Comfort (putty);
Heraeus Kulzer; Deutschland) gestopft; diese verhinderte, dass das Stdbchen mit
den Proben wihrend der Messungen die Position veridnderte, was zu Artefakten
hitte fithren konnen. Um das Austrocknen der Proben wihrend der Messungen zu
verhindern, wurde im Probenhalter auch eine in Aqua destillata getrinkte Watte-
Kugel platziert und der Probenhalter mit einem Parafilm (Parafilm M, Pechiney
Plastic Packaging, Chicago, USA) hermetisch verschlossen. AnschlieBend wurde
der Probenhalter am computerkontrollierten Rotationstisch montiert. Solch eine

Anordnung ermdglichte es, mehrere Proben rasch nacheinander zu messen.

Alle Proben wurden mit linearer Auflosung von 8 um bei einer Rohrenspannung
von 70 kVp und einer Stromstirke von 114 pA und 300 ms Integrationszeit ge-
messen. Als Referenzlinie diente der untere Rand der Fiillung. Auf diese Weise
wurde je Probe eine Strecke von 2 - 3,2 mm gescannt, wobei die Schichtdicke
8 um betrug. So sind 250 - 400 Schichten entstanden, woraus man Datensatzgro3en

teilweise bis zu 4 GB erreichte.
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uCT-System wurde mit fiinf verschiedenen Hydroxylapatit-Phantomen (0, 100,
200, 400 und 800 mg HAP/cm’) kalibriert. Der Schwichungskoeffizient und
Helligkeitswerte sowie ihre Standardabweichung wurden wochentlich iiberpriift,

um die Stabilitédt von den uCT-Messungen zu sichern.

4.7.3 Beurteilung der uCT-Bilder fiir die Auswertung

Die gemessenen Projektionen wurden auf der Festplatte des angeschlossenen
Computers unter der jeweiligen Probennummer abgespeichert. Nach Abschluss
aller Messungen des jeweiligen Untersuchungsabschnittes wurden die Daten als
ISQ-File auf eine externe Festplatte libertragen. Da die, wihrend der Messungen
entstandenen UbergroBe-Raster-Bilder (4 GB) den Rechner iiberlasteten, wurden
die Bilder mit einem speziell entwickelten Computerprogramm (,,isq-cropper.zip‘;

Prof. Kunzelmann) auf die Maximalgrée von 1 GB verkleinert.

Erfasst wurden die zweidimensionalen Tomogrammdaten mit der Bildanalyse-
software ImageJ (Version 1.37v; Java 1.6; Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA). Um Regeln fiir die Auswahl des Auswertungsbereiches innerhalb
der Tomogramme festzulegen, wurde zunichst eine visuelle Auswertung der
Raster-Bilder durchgefiihrt. Diese hat ergeben, dass wegen Artefakten, die in
unterschiedlicher Form und auf unterschiedlichen Ebenen der uCT-Bilder auftraten
und auch wegen unerwarteter Zufallsfehler (Die auch in zweiten und dritten Unter-
suchungsabschnitten nicht vermieden werden konnten) nicht alle Schnittbilder aus-

gewertet werden konnten (siehe Kap.5.1.3 und 5.1.4).
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Nach einigen Uberlegungen (siche Kap.5.1.4) wurde entschieden, pro Zahnhiilfte
10 zusammenhingende einwandfreie Schnittbilder (entspricht 80 pum starkem
Bereich) zwischen 70sten und 120sten Schnittbildern (entspricht 560 um bis
960 um von der Kaufliche entfernt) fir die weitere Bestimmung des

Mineralverlusts und Lisionstiefe auszuwéihlen.

Weiterhin erfolgte die Auswertung der ausgewihlten Bereiche mit einer speziell
entwickelten Software (Kunzelmann; ,,KHKs MicroCT_goes_MicroRadiography*
fiir ImagelJ; / Siehe: http://www.dent.med.uni-muenchen.de/~kkunzelm/exponent-
0.96.3/index.php?section=69). Mit dieser kann die Lésionstiefe (Lt) und der

Mineralverlust (delta Z) gemessen werden.

4.7.4 Auswertung der uCT-Schnittbilder

In ImagelJ erfasste Bilder wurden zuerst linear markiert. Es wurden je Zahnhilfte
jeweils rechts und links der Fiillung 4 Markierungen ausgefiihrt. Die erste
Markierung erfolgte direkt am Fiillungsrand, weitere Markierungen erfolgten 5, 10
und 15 Pixel von erster Markierung entfernt. Bei 8 um Auflosung entsprachen

diese 40 um; 80 um und 120 um Entfernung vom Fiillungsrand.

Dabei wurden folgende Definitionen getroffen: Messungen direkt am Fiillungs-
rand sollten einen Ausschluss iiber die entstandenen sekunddren Wandlisionen
geben. Messungen, die 80 um von Kavitidtenrand entfernt durchgefiihrt wurden,
stellen sekundire AuBenlidsionen dar, die sich analog der Primérkaries entwickeln
und in unmittelbarer Nachbarschaft einer Fiillung auftreten. Der 40 um vom

Kavititenrand entfernte Bereich reprisentiert eine Vereinigungsstelle von Aullen-
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und Wandlésion. 120 um vom Fiillungsrand entfernte Lisionen wurden als Flachen

der Primirkaries definiert.

Die Markierungslinie fing im Hintergrundbereich des Bildes an und reichte bis zu
gesundem Dentin bzw. bis zum Bereich, wo makroskopisch keine Demine-
ralisationen zu erkennen waren. Um den an die Fiillung angrenzenden Bereich
moglichst auf langer Strecke zu erfassen, wurden bei rundlichen Restaurationen

tangentiale Linien gewihlt (Abb. 4.7.4 (a, b, c, d).
Vor dem Ausfithren der Markierungen wurden der an den Interessenregionen

angrenzende Hintergrundbereich des Bildes mit ImageJ Funktion ,,Clear Outside*

entfernt.
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a) direkt am Fiillungsrand b) Entfernung von 5 Pixels (40 um)

¢) Entfernung von 10 Pixels (80 um) d) Entfernung von 15 Pixels (120 pm)

Abbildung: 4.7.4 (a,b,c,d) / Markierungen auf der linken Seite der Fiillung
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Mit Hilfe von Plugins “KHKs MicroCT_goes_MicroRadiography” wird der
Grauwert des CT-Bildes entlang dieser Linie grafisch darstellt. Weiterhin wird die
Referenzlinie des gesunden Bereichs definiert (hier: griin) und der Interes-

sensbereich (hier: blau) manuell markiert (Abb.: 4.7.4e).

Lin.Att Coeff Lt

32014

30329 95 %
28644 delta 7 Linie
26959
25274
23509
21905
20220
18535
16850
15165
12480
11785
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8425
6740
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1685

0 : - ' - ;
0.00 0.44 D88 1.23 1.77 221 266 [galui]

Average Referencelevel 100%: 32,457 63

Averapge Referencelevel 95%: 30,834.80

Integral{‘deltaZ) [(zumli] += ang™0.95 - yaxis I pixel widih]: 5700 465946987314
widih-Integral [noOrPoinks*pikel widih]: 0.9384533333333333
avgMineralLoss=Intagraliwidth-Integral [Grevievel™piel width]: 6030.6251811 30629
Pixel width (assumed to be equal inxy,zy 0.0080 mm

Abbildung: 4.7.4e

Die hochste Linie stellt den Durchschnittswert dar, der innerhalb des griinen Be-

reichs berechnet wurde (= 100 %). Die folgende Linie stellt die 95 % Linie dar
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(Anfang der gesunden Zahnhartsubstanz bzw. Ende der Lasion), dies ist ein sta-
tistisch definiertes Mal}, das normalerweise benutzt wird, um delta Z zu berechnen.
Da der Hintergrund des Bildes vor dem Auswertungsbeginn manuell definiert und
abgetrennt war, wird der Anfang der Lision in dieser Untersuchung bei 0 %

definiert.

4.7.4.1 Berechnung des Mineralverlustes (delta Z)

Fiir die Auswertung wurden die uCT-Daten in einer Auflosung von 16-bit verwen-
det (Datentyp "short"). Diese Daten konnen iiber eine lineare Skalierung (in
unserem Fall mit 4096) in den Linear Absorption Coefficient (LAC) umgerechnet
werden. Die Einheit des LAC betrigt mgHAP/cm3. Die Eichung des uCT erfolgt
wochentlich mit Hilfe eines Hydroxylapatitphantoms, das verschiedene Hydroxyl-
apatitproben unterschiedlicher aber bekannter Dichte enthilt. Der Grund, warum
fiir die Routineauswertung 16-bit Werte anstelle von LAC-Werten verwendet
werden, hidngt mit der Datenreprisentation zusammen. Fiir die Darstellung von
LAC Werten muss der Datentyp "float" verwendet werden. Fiir float-Werte
benotigt man aber 32-bit, wodurch der Speicherbedarf fiir die Datensitze doppelt
so gro wird. Aufgrund der linearen Skalierung enthalten die 16-bit Werte die
gleiche Information wie die 32-bit LAC Werte, so dass routinemissig mit den

resourcenschonenderen 16-bit Daten gearbeitet wurde.

Fiir die Evaluation wurden je 10 ausgewihlte Schnittbilder in der Z-Projektion
gemittelt, um diese zu einem einzigen Schnittbild zu konvertieren. Auf diese Weise
hat man zur Mikroradiographie vergleichbare Daten. Ein iiber 10 Schichten

gemitteltes Bild entspricht einem 80 um dicken Zahnschnitt (1 Voxel =
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8 x 8 x 8 um3). Weiterhin wurde entlang einer Linie (= region of interest = ROI)
der MeBbereich fiir die Darstellung des Grauwertprofils definiert (siehe Kap:
4.7.4.). Der delta Z Wert entspricht dem graumarkierten Fldachenanteil unter der
Kurve. Die Fliache wird als Integral berechnet. Da es sich um diskrete Messwerte
handelt kann das Integral als die Summe der einzelnen Messwerte zwischen der
blauen Linie (Abb. 4.7.4 e = Grauwert) und der roten Linie (Abb. 4.7.4 e =95 %
Wert des Mittelwertes fiir "gesunde Zahnhartsubstanz", gesund enspricht hier dem

Begriff "nicht-demineralisiert") bestimmt werden.

Um den Mineralverlust delta Z in die aus Publikationen bekannte Einheit
umzurechnen, muss der aktuelle Wert durch 4096 dividiert und mit der Pixelbreite
multipliziert werden. Die Pixelbreite betrug in unserem Fall 8 um. Diese
Berechungsvorschrift ergibt den Mineralverlust in der Einheit [mgHAP/cm3 * um].
Gleichzeitig wird die Léasionstiefe (Lt) bestimmt, indem die Pixelzahl der karios
definierten Strecke bis zu dem Punkt berechnet wird, wo der Mineralverlust 5 %
geringer ist als im gesunden Bereich. Die Auswertungen basieren auf den von
Angmar et al. (1963), Gelhard & Arends (1984) und De Josselin de Jong et al.
(1987) beschriebenen Methoden.

4.8 Statistische Auswertungen

Fiir die statistische Auswertung wurden die ermittelten Messwerte des jeweiligen
Untersuchungsabschnittes (I, IT und III) in Abhédngigkeit des Abstands der Mess-
stelle zum Fiillungsrand in Auswertungsgruppen, wie in Tab.: 4.8 angegeben,
unterteilt und vorerst im Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2007 der Firma

Microsoft Corporation (Redmond, USA) erfasst.
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Weiterhin erfolgte die Analyse mit der Statistiksoftware SPSS Version 14.1 (SPSS
Inc. Headquarters, Chicago, Illinois, USA) fiir Windows.

Tabelle: 4.8 / Verteilung der Auswertungsgruppen in Abhéngig-
keit des Abstands der Messstelle zum Fiillungsrand.

Auswertungsgruppen Markierung der Messstelle

F. PB;. SB;. OB, direkt am Fillungsrand

Fs. PBs. SBs. OB; Entfernung von 5 Pixels (40 um)
Fio. PB1o. SB1g. OBy Entfernung von 10 Pixels (80 um)
Fi5. PBis. SBi5. OBys Entfernung von 15 Pixels (120 um)

4.8.1 Untersuchung I: FEignung der kiinstlichen Miindhohle zur Erzeugung von
Sekunddirkaries dhnlichen Demineralisationen und Bestimmung optimaler Versuch-

sdauer.

Messwerte sollten hinsichtlich folgender Stellungen getestet werden:

Bestimmung der Unterschiede zwischen den Gruppen W° und W* beziiglich der
Mineralkonzentration (delta Z) und Liasionstiefe (Lt). Dabei wurden die von allen
Gruppen (F, PB, SB, OB) gewonnenen Messwerte in Abhidngigkeit von der Ver-
weildauer in der kiinstlichen Mundhohle und der Abstand der Messstelle zum

Fiillungsrand wie in Tab.: 4.8.1 zusammengefasst.

Die Auswertungsgruppen W61 & ng, W65 & W85, W610 & W810 und W615 & W815

wurden separat miteinander verglichen.
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Fiir jede Auswertungsgruppe wurde der Mittelwert, die Standardabweichung und
der Standardfehler fiir alle gemessenen Parameter berechnet und die Varianzgleich-
heit mit dem Levene-Test gepriift. Darauf folgend, um die statistische Bedeutsam-
keit des bestehenden Mittelwertsunterschieds zu kldren, wurde der T-Test fiir die

Mittelwertgleichheit durchgefiihrt.

Tabelle: 4.8.1 / Verteilung der Auswertungsgruppen in Abhédngigkeit
von der Verweildauer in kiinstlicher Mundhohle

Untersuchungsdauer |Auswertungsgruppen
W'  (F, PB,, SB, & OB))
W'  (Fs, PBs, SBs &OBy)

6 Wochen W%  (Fi0, PBjo, SBio & OByo)
W615 (FIS, PB15, SB15 & OBIS)
W', (F,, PB,, SB, & OB))

8 Wochen W’ (Fs, PBs, SBs & OB;)

W?%o  (Fio, PByg, SBiy & OBy)
W%s  (Fis, PBs, SBys & OB,s)

4.8.2 Untersuchungen II und III: Einfluss der Restaurationsmaterialien auf die

Entstehung von sekunddrkariosen Lésionen
Messwerte von beiden Untersuchungen (II und III), die wie in Tab.:4.8
angegeben unterteilt waren, wurden zusammengefasst und auf die folgenden

Stellungen hin getestet:

Unterschiede beziiglich Mineralkonzentration (delta Z) und Lisionstiefe (Lt) zwi-

schen den Gruppen F, PB, SB, OB. Auch hier wurden die Auswertungsgruppen Fy,
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PBI, SBI & OBI, F5,PB5, SB5 & OB5, FlOa PBI(), SBIO &OBIO und F15, PB15, SB15 &
OB,5; separat ausgewertet. Hierfiir wurde die One-Way-Analyse der Varianz
(ANOVA) mit anschlieBen-dem Tukey-B (Aufdeckung homogener Untergruppen)

post-hoc-Test verwendet.
Bei allen Tests wurde ein kritisches Irrtumswahrscheinlichkeitsniveau von 5 %

(a=0.05) festgelegt. Unterschiede wurden als signifikant betrachtet, wenn die

Wahrscheinlichkeit (p-Wert) unter 5 % lag (p < 0.05).
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5. Ergebnisse

5.1 Visuelle Beurteilung der Ergebnisse

In diesem Kapitel beschriebene Prozesse oder Veridnderungen waren in allen
Untersuchungsabschnitten identisch, mit Ausnahme des Abschnitts 5.1.2.2., denn
die Uberpriifung der Stoffwechselaktivitit der Plaque wurde nur im Unter-

suchungsabschnitt I durchgefiihrt.

5.1.1 Kiinstliche Alterung der Zihne

Nach kiinstlicher Alterung bildeten sich in GIZ-Fiillungen kleine Risse, diese

waren bereits nach visueller Betrachtung der Proben auffallend (Abb. 5.1.1).

Abbildung 5.1.1 / Risse in GIZ-Fiillung
(uCT-Aufnahme)

Andere Gruppen zeigten makroskopisch keine Verdnderungen im Material. Nach
mechanischer Belastung war lediglich auf allen Proben die Aufschlagstelle des

Antagonisten in Form einer Vertiefung im Fiillungsmaterial zu erkennen, wobei der
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Verschleil des Materials in Gruppe F stirker ausgepridgt war als in anderen
Gruppen. Uberraschenderweise war bei der Gruppe OB makroskopisch kein

Unterschied zu den Gruppen PB und SB nachzuweisen.

5.1.2 Plaquewachstum

Bereits 48 Stunden nach Einfiithrung in den Mundsimulator war eine Plaque-
bildung auf den Zahnproben sichtbar. Nach 7-tdgiger Inkubation konnte ein

generelles Plaquewachstum beobachtet werden.

Die Plaque wies eine weiche weil3-gelbliche, klebrige Konsistenz auf und erreichte
in 6 Wochen eine Dicke bis zu 5 mm, das makroskopisch einem unbeeinflussten

Plaquewachstum entsprach (Abb. 5.1.2).

» %

Abbildung 5.1.2. 6 Wochen alte Plaque. (Axioskope 2, MAT, Carl Zeiss: Filter:
Texas Red (580 nm, BS 600 nm, Em > 610 nm); Objektiv: Plan Neofluar 2,5X
/0,075; Skalierung 1,0832 um; Belichtungszeit 224,8 Millisek.)

Nach einer 6 Wochen langen Inkubation der Proben in der kiinstlichen Mundhohle

erreichte die Plaque eine Volumenmenge von iiber 5 mm und wuchs iiber die
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Proben hinaus. Der Volumenzuwachs der Plaque fiihrte dazu, dass die oberen
Schichten der Plaque nicht mit der Zahnoberfliche, sondern nur mit unten-
liegenden Plaqueschichten verbunden waren und durch ihre Masse die am Zahn
haftenden Bakterienschichten derart belasteten, dass die Plaquemasse zum Ab-
rutschen neigte. Daher kam es durch Einwirkung der Spiilldsungen zum teilweisen

Ablosen der oberen Plaqueschichten von der Zahnoberflédche.
5.1.2.1 Uberpriifung der Stoffwechselaktivitiit der Plaque
Nach 1, 4, 6 und nach 8 Wochen entnommene und mit Live / Dead back Lite

Suspension bearbeitete Stichproben aus artifizieller Plaque zeigten iiberwiegend

griin geférbte lebensaktive Bakterienkolonien (Abb.: 5.1.2.1 a/b).

Abbildung 5.1.2.1a Abbildung 5.1.2.1b

(6 Wochen alte Plaque) (8 Wochen alte Plaque)
(Axioskope 2, MAT, Carl Zeiss: Filter: FITC (Ex 470 nm, Em 525 nm); Objektiv:
Plan Neofluar 2,5X/0,075; Skalierung 1,0832 um; Belichtungszeit 952,59
Millisek.)
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5.1.3 Bildung kariser Léasionen

Ungeachtet dessen, ob Proben 6 oder 8 Wochen im Mundsimulator geblieben
waren, zeigten sich an allen nach der Plaque-Entfernung weilliche Deminerali-
sationen im Schmelzbereich, die klinisch einer ,,White-spot-Lésion* entsprachen
(Abb. 5.1.3c). Bei dem an die Fiillung approximal angrenzenden Dentin konnte

schon makroskopisch Sekundirkaries mit Substanzverlust detektiert werden

Abbildung 5.1.3a / Sekundirkaries

und bei einigen Proben konnte ein Randspalt zwischen Dentin und Fiillung

festgestellt werden (Abb. 5.1.3b).

Abbildung 5.1.3b / Randspalt



Mehr als die Hilfte der Proben der Gruppe OB, die ohne Haftvermittler nur mit
Kompositfiillung gefiillt waren, wiesen nach dem Abspiilen mit Wasser einen

Fiillungsverlust auf (Abb. 5.1.3c).

Nach Versuchen wurde auf einigen Proben eine diinne weilllich demineralisierte
Schmelzschicht, die den Dentinbereich partiell oder in einzelnen Féllen auch ganz

iberdeckte, sichtbar (Abb. 5.1.3c¢).

Abbildung 5.1.3c. / Fiillungsverlust

Diese Schmelzschicht konnte vor dem Versuchsbeginn nicht erkannt werden. Da
das tiefere Abschleifen oder Abschneiden des Kauflichenbereichs bei vielen
Zihnen zur drastischen Ausdiinnung der verbliebenen Dentinschicht fiihrte (unter
2 mm), konnte dieses Problem auch in weiteren Untersuchungen nicht vermieden

werden.
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5.1.4 Visuelle Beurteilung der uCT Aufnahmen

5.1.4.1 Randspaltbildung

uCT Aufnahmen zeigten, dass es bei allen Zahnproben an den am Approximal-
bereich angrenzenden Kavititenrdndern zur Bildung typischer Sekundirkaries-
ldsionen gekommen war. Fast in allen Proben war eine Randspaltbildung unter-
schiedlichen AusmalBles nachzuweisen, wobei 1m Bereich der Kaufliche keine

sekundirkariesdhnlichen Lisionen festgestellt werden konnten.

In Zdhnen der Gruppe F, die mit GIZ gefiihlt waren, zeigten sich stidrker ausge-
prigte Randspalten als in Gruppen SB und PB, die mit Adhisivsystemen be-
handelt wurden (Abb.: 5.1.4.1a).

Abbildung 5.1.4.1a / Randspalt bei GIZ-Fiillung

AuBerdem, trotz sorgfertiger Verarbeitung und Einhaltung der Herstellerangaben,

wiesen GIZ-Fiillungen hohe Porositidt und Luftblasen auf (Abb. 5.1.4.1¢).
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Abbildung 5.1.4.1c/ Luftblasen in GIZ-Fiillung

Wie bereits erwihnt, wies die Hélfte der Proben OB einen Fiillungsverlust auf, bei
diesen Proben war entlang des gesamten Kavitdtenwandbereichs Sekundirkaries

festzustellen (Abb.: 5.1.4.1d).

Abbildung 5.1.4.1d / Fiillungsverlust und Sekundérkaries

5.1.4.2. Artefakten

In verschiedenen Schichten der CT-Bilder konnten Artefakten unterschiedlicher
Art beobachtet werden. Diese Fehler traten zufillig auf und verteilten sich
unregelméBig in den Gruppen (Abb. 5.1.4.2 a, b). Dennnoch konnte festgestellt
werden, dass meistens die ersten 50 - 100 und letzten 30 - 100 Schichten der uCT-
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Bilder durch dieses Phdnomen betroffen waren. Trotz Bemiihungen konnte das

Auftreten von Artefakten auch in nachfolgenden Untersuchungen nicht vermieden

werden.

Abbildung 5.1.4.2a / Strahl-Artefakten. ~ Abbildung 5.1.4.2b / Schatten-,
Kreisformige- und Strahl-Artefakten.

5.2 Untersuchungsabschnitt I: Eignung des Mundsimulators zur Erzeugung
sekunddrkariesdhnlicher Demineralisationen und Bestimmung optimaler Versuchs-

dauer

Laut T-Test konnten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Karies-
zunahme (Lt und delta Z) zwischen den Messgruppen W°und W*® ermittelt werden.
Betrachtet man aber die Ergebnisse in der grafischen Darstellung (Abb. 5.2a und
5.2b), die auf den ermittelten Gesamtmittelwerten basieren (siehe Anhang / Tab.
10.1.a, b, c, d), kann man in den Gruppen w8 1 W85 und W810 im Vergleich zu den
Gruppen W°, W’ und W®, eine Steigerung des Mineralverlustes beobachten.
Auch Lt nahm in den Gruppen W® ; und W¥ im Vergleich zu W®; und W% zu. Bei
einer Entfernung von 120 pm vom Fiillungsrand (W® s und W®s) ist ein Riickgang

des Mineralverlusts in der Gruppe W*;s im Vergleich zu der Gruppe W°s zu
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beobachten. Beziiglich der Lt ist zu erkennen, dass bei der Entfernung von 40 um
vom Fiillungsrand (W® und W*;) fast keine Verdanderung zu Gunsten der Zunahme
der Lt in der Gruppe W®s zu sehen ist. Weiterhin nahm auch Lt in den Gruppen
W8, und W*,5 im Vergleich zu W¢,, und W°s deutlich ab.

AuBlerdem, wie Abbildungen 5.2a und 5.2b zeigen, neigen die Proben nach 8-
wochiger Versuchsdauer im Vergleich zu Proben, die 6 Wochen lang in kiinst-
licher Mundhohle verblieben waren, zur Steigerung der Demineralisationen im

Randspalt anliegenden Bereich.

Die Proben, die 6 Wochen lang in der kiinstlichen Mundhohle verblieben waren,
weisen eine kontinuierliche Zunahme an Lt und delta Z vom Fiillungsrand aus-

gehend auf und erreichen hochste Werte 120 pum vom Fiillungsrand entfernt.

Nach 8-wochigem Versuchsablauf veridndert sich das Kariesbild vollstindig: Die Lt
und insbesondere der Mineralverlust im Bereich des Randspaltes sind am hochsten
und beide Werte nehmen vom Fiillungsrand ausgehend ab; dabei ist die Karies
120 um von Fiillungsrand entfernt (Bereich der die Primérkaries reprisentiert) am

wenigsten ausgepraigt.
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5.3 Untersuchungsabschnitte II und III : Einfluss der Restaurationsmaterialien

auf die Entstehung von sekunddrkariosen Lisionen

ONEWAY ANOVA Tests haben ergeben, dass zwischen den Gruppen F, PB, SB
und OB signifikante Unterschiede beziiglich des Mineralverlustes (delta Z) und der
Lasionstiefe (Lt), unabhingig von der Entfernung der Messstelle vom Fiillungs-

rand, iiberall gegeben waren.

Weiterhin erfolgte die Aufdeckung der homogenen Untergruppen mittels Tukey-B-
Post-Hoc-Test. Dieser hat ergeben, dass die Gruppe F (F;, Fs, Fjy, F;s) im
Vergleich zu anderen Gruppen, unabhéngig von der Entfernung der Messstelle vom
Fiillungsrand, den signifikant geringsten Mineralverlust und die niedrigste

Lasionstiefe aufweist.

Weiterhin sind die Ergebnisse folgendermallen verteilt (Abb. 5.3a und 5.3b):

Messungen direkt an Fiillungsrindern (Kavititenwandldsion) zeigten, dass die
Gruppe OB, wie erwartet, den hochsten Mineralverlust (delta Z) und die ausgeprig-
teste Lasionstiefe (Lt) besall. Beziiglich der Lisionstiefe waren die Unterschiede
zwischen den Gruppen PB; mit Median 0,7106 mm Lt und SB; mit Median
0,5588 mm Lt statistisch nicht signifikant und bilden eine homogene Untergruppe.
Der Mineralverlust hingegen war bei der Gruppe PB; signifikant niedriger als bei

der SB;
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Bei einer Entfernung von 40 um von den Kavititenrindern (Ubergangszone
zwischen Kavititenwandldsion und Aulenldsion) waren die Unterschiede
beziiglich Lt und delta Z zwischen den Gruppen PBs und SBs und Gruppen OBs
und SBj statistisch nicht signifikant, jedoch unterschied sich Gruppe PBs mit
Median 2540,1175 delta Z und Median ,5875 Lt signifikant von Gruppe OB5 mit
Median 3058,2763 delta Z und ,9138 Lt.

Beziiglich des Mineralverlustes lieBen sich an den Entfernungen von 80 pum
(AuBenldsion) und 120 um (Primérkaries) zwischen den Gruppen PB,y, SBjy &
OB,y und PB;s, SB;s; & OB;s keine statistisch signifikanten Unterschiede
nachweisen. Die Messwerte von der Lt waren bei einer Entfernung von 80 um
zwischen den Gruppen PB,, und SB;, ebenso wie zwischen den Gruppen SB;, und
OB, statistisch nicht signifikant, dennoch unterschied sich Gruppe PB;, auch hier
signifikant von Gruppe OB;o. Bei einer Entfernung von 120 um bildeten die
Gruppen PB;s, SB;s und OB;s auch hinsichtlich der Lt eine homogene
Untergruppe.

Interessant ist auch zu erwihnen, dass, wenn man die in einzelnen Gruppen
ermittelten Ergebnisse ins Visier nimmt und die Mittelwerte, die am Fiillungsrand
gemessen wurden, mit Werten, die vom Fiillungsrand ausgehend bei 40 um, 80 um
und 120 um Entfernung ermittelt wurden, miteinander vergleicht, deutlich wird,
dass Karies sich in verschiedenen Gruppen unterschiedlich ausbreitet. In Tab.: 5.3c

und 5.3d sind diese Werte zusammengestellt.
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Tabelle 5.3c

delta Z / Entfernung vom Fiillungsrand
Gruppe N
Fiillungsrand] 40 pm 80 um 120 um
F 16 1389,2669 | 1634,5194| 1792,1625 | 1863,7025
PB 16 2528,7438 |2540,1175 | 2574,1969 | 2636,8500
SB 16 3193,5769 |2965,3531 | 2841,4912 | 2656,7188
OB 16 3771,3850 | 3058,2763 | 2944,1375 | 2861,8244
Tabelle 5.3d
Lt (in mm) / Entfernung von Fiillungsrand
Gruppe N
Fiillungsrand] 40 pm 80 um 120 um
F 16 ,2413 ,3044 ,3706 ,4069
PB 16 ,5588 ,5875 ,6087 ,6500
SB 16 ,7106 ,6788 ,6806 ,6531
OB 16 ,9394 9138 ,7869 ,6694

Anhand der Diagramme Abbildung 5.3.1c und 5.3.1d wird iibersichtlich, dass in
den Gruppen OB und SB der Mineralverlust ebenso wie die Lasionstiefe vom Fiil-
lungsrand ausgehend kontinuierlich abnimmt, wohingegen bei den Gruppen PB
und F die Lisionstiefe und der Mineralverlust vom Fiillungsrand ausgehend zu-
nehmen. Dabei nehmen die Mittelwerte von Lt und delta Z in Gruppe F wesentlich
schneller zu, wihrend in der Gruppe PB die Werte von Lt und delta Z sehr langsam
an Hohe gewinnen und erst bei der Entfernung von 120 um vom Fiillungsrand fast

das gleiche Niveau wie in den Gruppen SB und OB erreichen.

94



] =C=Fuj1 IX
Mineralverlust —— Pr(J)tect Bond

=0==SE Bond

4000 === ohne Bond
3500 A
3000 A
N 2500 f------- e e S e DR
S 2000 - e
< 1500 A O
1000 A
500 === mm oo
0
Fiillungsrad 40 um 80 um 120 um
Entfernung von Fiillungsrand
Abbildung: 5.3.1c
v . ==Fuji IX
Lisionstiefe wom= Protect Bond
=>==SE Bond
o ; ] pe— - === ohne Bond
S 08t e e
£ 0,7 — —
S 06 :
s 05
$ 041 —
£ 03 <
2 0,2 1
~ 0,1 N ———————————————.
0
Fiillungsrad 40 um 80 um 120 um
Entfernung von Fiillungsrand

Abbildung: 5.3.1d

95




6. Diskussion

Die kurze Lebensdauer von bestehenden Fiillungen bleibt immer noch das grofite
Problem in der Zahnmedizin, wobei die Sekundirkaries den groften Teil der
zahnirztlichen Behandlungszeit in Anspruch nimmt (Kidd et al. 1992; Mjor et al.
1992; 2002; Manhart 2003) und enorme Kosten verursacht. AuBlerdem entsteht
haufig die Situation, dass wihrend der Prédparation des Zahnes versehentlich
infiziertes Gewebe belassen wird (Zavareh & Yazdizadeh 2008), was letztendlich
zum Kariesrezidiv mit klinisch folgenschweren Resultaten fithren kann (Terashima

et al. 1969).

Im Rahmen einer langjdhrigen, pridventiv bzw. interdisziplindr ausgerichteten
Zahnmedizin arbeitet man an neuen, die traditionelle Kariestherapie erginzenden
und erweiternden Methoden, wobei die Aufmerksamkeit darauf gelenkt wird,
moglichst Zahnhartsubstanz- und Pulpa schonend zu handeln (Staehle & Hickel
(DGZ) 1998; Heidemann et al. (DGZ V1). Als viel versprechend werden die
bioaktiven Adhidsive mit antibakteriellen Eigenschaften betrachtet, diese
eliminieren einen GroBteil der noch in der Kavitit verbliebenen Keime und
schiitzen zudem gegen die Invasion von auBlen angreifender Bakterien (Imazato
2001). Erste Forschungsresultate zeigen, dass antibakteriell wirkende Adhisive das
Auftreten von Karies bzw. Sekundirkaries reduzieren und die Lebensdauer der
Fiillung erhohen kdnnen (Kaneko et al. 2001; Imazato et al. 2002; 2004; Kuramoto
et al. 2005; Tiirkiin 2004; Tiirkiin 2005; Pinto et al. 2009). Jedoch existieren weder
umfassende Langzeit- noch Vergleichs-Studien zur abschlieBenden Beurteilung

dieser neuen Materialien.
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Heutzutage ist neben den Mafnahmen wie Plaque-Kontrolle und Fluoridierung die
mehr oder weniger bewihrte Methode der Kariesprivention der Einsatz von
Fluoridfreisetzenden Fiillungsmaterialien wie z.B. GIZ (Striibig 1988; Forss &
Seppd 1990; Benelli et al. 1993; Forsten 1994).

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die kariesprotektive Wirkung eines
kommerziell erhiltlichen Bondingsystems (Clearfil™ Protect™ Bond (Kurarey
Medical Inc., Okayama, Japan), das ein antibakterielles Monomer MDPB enthilt
und Fluorid freisetzt, in einer kiinstlichen Mundhohle untersucht und unter dem
speziellen Gesichtspunkt der Sekundirkarieshemmung mit Eigenschaften vom

Glasionomerzement (Fuji IX (“GC” Europe, Leuven, Belgien) verglichen.

6.1 Diskussion Material und Methoden

6.1.1 Ubertragbarkeit von der gewihlten In-vitro-Versuchsanordnungs- auf In-

vivo-Bedingungen

Klinische Studien bieten verldssliche Ergebnisse und haben hohe Aussagekraft.
Dennoch zieht sich der Weg zu brauchbaren Daten bei derartigen Untersuchungen
tiber eine lange Zeitspanne, auBlerdem sind die Experimente von der Compliance
der Patienten abhingig und unterliegen den Einfliissen von individuellen
Gewohnheiten der Testpersonen, daher ist die Standardisierbarkeit der
Testbedingungen problembehaftet. Weiterhin miissen ethische und finanzielle
Aspekte mitberticksichtigt werden. Demgegeniiber bieten Labortests die

Moglichkeit fiir alle zu untersuchenden Materialien gleiche experimentelle
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Bedingungen zu schaffen und erlauben die Verwendung von exakter Messmethodik
(Krejci et al. 1990; Perdigao & Lopes 1999; Roulet 1994a; Gaengler et al. 2001)
wie z.B. uCT, die mit hoherer Ortsauflosung arbeitet. Fiir derartige In-vivo-Tests

mussten die Zihne extrahiert werden.

Die Aussagekraft von In-vitro-Untersuchungen hingt maflgeblich davon ab, wie
realistisch genau die verschiedenen Funktionen der Mundhohle simuliert werden

(Krejci et al. 1990).

In diesen In—vitro-Untersuchungen wurden zu Experimentszwecken ausschlieBlich
nur menschliche Zihne verwendet. Fiir die Erzeugung artifizieller Karies wurde
S.mutans verwendet, dieser Stamm kann grole Mengen von Milchsiure
produzieren und wird als Hauptverursacher von Karieserkrankung beim Menschen
angesehen (Berkowitz 2003; Loesche et al. 1984; 1986;) und bereits in mehreren
Studien zur Karieserzeugung eingesetzt (Orland et al. 1954; 1955; Schiffner 1997;
De Carvalho et al. 2009). Um eine artifizielle Plaque zu ziichten, wurde auf den
Testzdhnen eine Pellikel von menschlichem Speichel gebildet. Dadurch wurden die
bakteriellen Anheftungsvorgidnge in vivo (siehe Abschnitt 2.2.2) experimentell
nachgeahmt. Hinsichtlich der Fragestellungen in dieser Studie sollte auch auf
weitere mogliche Einfliisse der Pellikel eingegangen werden: Die Pellikel kann
ndmlich in Abhingigkeit vom Lipidanteil als Diffusionsbarriere fiir verschiedene
Ionen und Séuren dienen (Hannig 1994). Auch die Fluoridabgabe aus den
Glasionomerzementen wird durch die Pellikelschicht reduziert (Damen et al. 1996).
Diese Aspekte konnten in dieser Studie mitberiicksichtigt werden. Fiir die
Simulation von Demineralisationsphasen wurde, analog der Studie von Schiffner

(1997), auf die Proben tidglich 8-mal jeweils fiir eine Stunde Sacccharoselosung
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gegeben. Beziiglich der Hiufigkeit an Zuckerangeboten bezieht sich Schiffner
(1997) in seiner Arbeit auf die anderen In-vivo-Studien und meint, dass Frequenzen
von 8 Perioden pro Tag im Vergleich zur intraoralen Situation nicht unrealistisch
seien. Es sind also in dieser Versuchsanordnung alle vier &tiologischen
Hauptfaktoren der Karies (Wirt, Substrat, Mikroorganismen, Zeit) priasent. Dabei
wurden klinische Aspekte wie die Mundhohlentemperatur, orale Clearance- und
remineralisierenden  Funktionen des Speichels in die Untersuchungen

miteinbezogen.

Dennoch konnten die Mundhohlenbedingungen nicht vollstindig simuliert werden.
Es war nicht moglich, den Zihnen natiirlichen Speichel zuzufiigen, da die benotigte
Speichelmenge zu grofl gewesen wire. Daher wurde als remineralisierende Losung
ein kiinstlicher Speichel in seiner natiirlichen Zusammensetzung wie von Matzker
und Schreiber (1972) angegeben und von Schiffner (1997) modifiziert,
angewendet. Dabei bleibt die Auswirkung von Speichelproteinen im Re-/

Demineralisationsprozess unberiicksichtigt.

Der fiir diese Studie gewdhlte Speichel-pH-Wert von 6,9, entspricht dem durch-
schnittlichen pH-Wert des Ruhespeichels. Es konnte also lediglich nur die orale
Ruhesituation simuliert werden. Die natiirlichen Anstiege des pH-Wertes beim
stimulierten Speichel in vivo (Jenkins 1978) konnten aus technischen Griinden

nicht beriicksichtigt werden.

Betrachtet man den Versuchsaufbau der vorliegenden Studie, so konnte durch
Verwendung von vorgewidrmten Spiillosungen auf der Zahnoberfliche die

konstante Temperatur von 37 °C garantiert werden. Dabei bleiben die Temperatur-
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schwankungen in der Mundhéhle, die mit der Aufnahme von kalten bzw. heillen
Speisen und Getrianken verbunden sind, unberiicksichtigt. Auch die tégliche
Mundhygiene wurde in die Untersuchung nicht miteinbezogen. So wurden fiir das
Plaquewachstum ideale Bedingungen geschaffen. Aus diesen Griinden kann die

Demineralisation in dieser Versuchsanordnung begiinstigt worden sein.

Andererseits aber sind Faktoren der Remineralisationsprozesse hervorzuheben, z.B.
die gewihlte Speicheldurchflussgeschwindigkeit von 0,16 ml/min (entspricht ca.
10 ml/h) beim Tagesrhythmus und 83,3 ul/min (entspricht ca. 5 ml/h) beim
Nachtrhythmus je Zahn mag recht hoch erscheinen. Vom technischen Standpunkt
her wire es zwar mit der verwendeten Apparatur moglich gewesen, kleinere, fiir
die intraorale Situation realistischere Mengen von Losungen auf die Proben zu
pumpen (sieche Abschnitt 6.1.1.2), aber fiir die Fragestellung in unserer Studie
beziiglich der Freisetzung von MDPB hatte die vermehrte Spiilwirkung von
Losungen grofe Bedeutung: Diese sollte ein schnelles Abtransportieren von den
aus den Restaurationsmaterialien diffundierten Bestandteilen bewirken. Daher war
die Annédherung an die intraorale Situation nicht gewollt und es wurde entschieden,
bei den von Schiffner (1997) vorgeschlagenen FlieBmengen von 10 ml/h (80 ml/h
fiir je kiinstliche Mundhohle) fiir den Tagesrhythmus und 5 ml/h (40 ml/h fiir je
kiinstliche Mundhohle) fiir den Nachtrhythmus zu verbleiben. Nach Angaben des
oben genannten Autors liegen diese FlieBmengen, wenn man diese fiir die gesamte
kiinstliche Mundhohle anrechnet und mit Mundhohlenbedingungen vergleicht,
dennoch 1im oberen Bereich der in vivo festgestellten FlieBmengen. Auflerdem
stellt das Ausbleiben von Bakterien- und Zuckerzufuhr an Wochenenden eine
starke Abweichung von der intraoralen Situation dar. Aus technischen - ebenso wie

aus Koordinationsgriinden - konnte dieses Problem nicht umgangen werden. Daher
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wird die Remineralisation in dieser Versuchsanordnung im Vergleich zur oralen

Situation zu hoch dargestellt sein.

Weiterhin soll auf den Aspekt eingegangen werden, dass Demineralisationen in
dieser Untersuchung nur durch monokulturelle streptokokkale Plaque erzeugt
wurde. Dies stellt eine starke Vereinfachung der komplexen Mundmikroflora dar.
Dementsprechend bleiben die gegenseitigen Einfliisse von verschiedenen Bakte-
rienarten, die in der komplexen ausgewogenen Mischmikroflora in vivo stattfin-

den, in diesem experimentellen Demineralisationsprozess unberiicksichtigt.

Wegen der erwidhnten Abweichungen von der intraoralen Situation kdnnen in
dieser Studie ermittelte Ergebnisse nur bedingt Aufschluss iiber das
Kariesgeschehen in vivo geben. Aullerdem erstreckt sich die Untersuchungsdauer
fiir jeden Untersuchungsabschnitt iiber einen Zeitraum von 12 Wochen, davon
wurden 8 Wochen lang (je Untersuchungsabschnitt) Karies fordernde Bedingungen
simuliert. Daher konnen weiterreichende Aussagen iiber die tatsdchliche
Wirksamkeit getesteter Restautrationsmaterialien nur in weiterfithrenden klinischen

Langzeitstudien belegt werden.

Dennoch kann von repridsentativen Ergebnissen ausgegangen werden, da die
experimentellen Bedingungen gleichermallen fiir alle untersuchten Materialien
gelten. So scheinen im Rahmen dieser In-vitro-Studie doch vergleichende Riick

schliisse auf das klinische Verhalten von unterschiedlichen Restaurations-

materialien gezogen werden zu kdnnen.
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6.1.1.2 Die verwendete kiinstliche Mundhohle

Es existieren viele verschiedene In-vitro-Modellformen fiir die Untersuchungs-
zwecke im Labor. Kiinstliche Mundhohlen spielen eine besondere Rolle in der
zahnmedizinischen Forschung, weil sich mit diesen die oralen Bedingungen be-
sonders praxisnah simulieren lassen. Kiinstliche Mundhohlen werden bereits seit
Jahrzehnten eingesetzt, um unterschiedliche Fragestellungen, z.B. beziiglich der
Probleme in der Kariologie, den Prophylaxestrategien oder dentalen Materialien

(Tang et al. 2003), auf experimenteller Ebene zu iiberpriifen.

Bei der in diese Studie verwendeten Apparatur handelt es sich um eine kiinstliche
Mundhohle, die bis zu 8 Probekorper aufnehmen kann. Dabei sind die Zidhne

analog der intraoralen Situation fiir Spiilldsungen freizugéanglich.

Das Herzstiick dieser Apparatur stellen verwendete Schlauchpumpen (MPC
Standart, ISMATEC GmbH, Wertheim-Mondfeld, Deutschland) dar, in die sehr
kurze, im Sekundenbereich (y,. 0.1 s) liegende oder auch bis zu 999 Stunden lange
De- und/oder Remineralisationsphasen einprogrammiert werden konnen, dabei
erlauben diese Pumpen das repetitive Dosieren nach Zeit oder Volumen mit
vorgegebener Pausenzeit. Da Pausenzeit (0.1 s—999 h) und Dosierzeit (0.1 s —
999 h) separat eingegeben werden, konnen diese gleich lang oder abweichend
voneinander einprogrammiert werden, so dass sich der Einsatz von Zeitschalt-
uhren bei Projekten wie diesen, die mit mehrmaliger Abwechslung der Durch-
laufzyklen durchgefiihrt werden, eriibrigt. Auch die Volumen konnen je nach
Fragestellung und Bedarf sehr klein 1 ul/min bzw. sehr hoch bis 3,7 I/min

eingestellt werden. Allerdings kann das Ersetzen von Schliuchen und /oder

102



Pumpenkopfen durch fiir benotigte FlieBraten geeignete Bestandteile notig sein.
Dies ist jederzeit problemlos moglich, wobei nur ein Bedarf von iiberschaubar
kleinen Investitionen entsteht. Es ist also moglich, nach einmaligem Program-
mieren die Reihenfolge und Dauer der Zyklen festzulegen, innerhalb derer die
gewiinschten Mengen an Spiillosungen in beliebig unterschiedlichen und vari-
ierbaren Durchldaufen auch mehrere Male hintereinander die Probekorper umge-

ben.

Weiterhin bedeutsam ist, dass diese Pumpen 4 unterschiedliche, beliebig ein-
gestellte (z.B. beziiglich Volumen, Zeitintervalle oder Pausenzeiten) Programme
speichern konnen. Diese besondere Eigenschaft erweist sich als sehr wertvoll, da in
Untersuchungsanordnungen wie diesen, wo Bedarf an rascher Umstellung
zwischen den Betropfungsarten (Nachtrhythmus / Tagrhythmus in Kap. 4.4)
besteht, der tigliche Zeitaufwand, der wiederum mit Unterbrechungen zwischen
den Zyklen und der Gefihrdung des Untersuchungsablaufes verbunden wire, bis

auf wenige Sekunden reduziert wird.

Ein weiterer Vorteil von MPC Standard Pumpen der Firma ISMATEC ist eine
detaillierte Originalbedienungsanleitung und leichte Handhabbarkeit, wodurch

jedes gewlinschte Modul unkompliziert zu steuern ist.

Fiir die Gestaltung des optimalen Lebensraums fiir Streptokokken sollte eine
anaerobe Umgebung geschaffen werden. Durch den Einsatz des ,,BD GasPak 100-
Systems* (BD Diagnostic Systems; Heidelberg, Deutschland) ist das Aufstellen
dieser kiinstlichen Miindhohle auch in Rdumen ohne CO,-Gasleitungsanschluss

moglich. AuBlerdem wird eine Unfallsituation dadurch auf null reduziert. Der
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untere Teil des verwendeten Exikkatorgefd3es kann bis zu ca. 800 ml Fliissigkeit
aufnehmen. Es war notwendig, das Gefid3 2-mal pro Tag durch die Abflusséffnung

zu leeren - wobei im Reaktionsgefill das anaerobe Milieu auch weiterhin bestand.

Die Sterilisierbarkeit der Apparatur hatte in dieser Versuchsanordnung eine ent-
scheidende Bedeutung, denn eine Verunreinigung der verwendeten S. mutans
Kultur durch andere Sporen sollte verhindert werden. Das ausgesuchte Exsik-
katorgefdl (Rotilabo-Exikkator Nr.:1008.1, Fa. Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) ist nach Herstellerangaben nicht sterilisierbar. Die Verwendung von
Spezialanfertigungsteilen hitte eine erhebliche Aufwands- und Kostensteigerung
verursacht, die den moglichen Rahmen gesprengt hitte. Ein Kunststoffexikkator
lie3 sich leicht modifizieren (Siehe Abschnitt 4.2.1). Aullerdem war dieses Modell
ziemlich preisgiinstig, so dass die Moglichkeit bestand, nach Bedarf auch weitere
Exemplare zu bestellen und unvorhersehbare Versdaumnisse bei der
Funktionalititsplanung, die moglicherweise erst in Vorversuchen aufgetreten
wiren, zu vermeiden, was bei Spezialanfertigungsprodukten ziemlich kompliziert
und kostenaufwindig sein diirfte. Daher wurde obengenannter Exikkator entgegen
der Herstellerangaben eine Stunde lang bei 120 °C HeiBluft sterilisiert. Nach dem
Sterilverfahren wies der durchsichtige Kunststoffdeckel makroskopisch sichtbare
kleine Risse im Material auf, dennoch blieb das Gefdll auch nach mehrmaliger
Sterilisation immer noch dicht und robust. Auch beziiglich der Durchsichtigkeit gab
es keinen bedeutenden Mangel, so dass diese kleinen Risse nur von &sthetischer
Natur waren und keinen negativen Einfluss auf die Untersuchungsanordnung

hatten.
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Bei der Konzeption der kiinstlichen Mundhohle konnten durch Einsatz von
Heizplatte und Brutschrank die verwendeten Spullésungen und Versuchsbehilter
gleichermallen temperiert werden. Auf Materialpriifungsversuche diirfte der Ablauf
bei konstanten 37 °C (statt Raumtemperatur) in erster Linie einen Effekt durch Be-
giinstigung der Diffusions- und Reaktionsgeschwindigkeiten und der erhohten
Freisetzung von Loslichkeitsprodukten aus den verwendeten Restaurationsmateria-

lien (wie z.B. Fluorid) haben.

Die Entwicklung und der Bau einer funktionierenden kiinstlichen Mundhohle, die
alle wichtigen Faktoren der Kariesentstehung simuliert (sieche Abschnitt 6.1.1) bei
gleichzeitiger bedienerfreundlicher Anordnung der Bauelemente, wurde erfolgreich
realisiert. Diese Apparatur ldsst sich nach kurzer Einweisung von einem grof3eren
Personenkreis leicht bedienen. Dabei wurde streng darauf geachtet, relativ
preiswerte handelsiibliche Materialien zu verwenden. Damit unterscheidet sich
diese kiinstliche Mundhohle von anderen Apparaturen, wo teure Spezialanfer-
tigungsteile verwendet werden (Schiffner 1997). AuBlerdem sind die Einzelteile
miteinander nicht kompliziert oder unwiderruflich fest verbunden. Dies macht es
moglich, die Reparaturen oder den Austausch von Bestandteilen unkompliziert und
preisgiinstig zu gestalten. Zudem konnen die einzelnen Bestandteile dieser
kiinstlichen Mundhohle, wie Brutschrank, Pumpen, Heizplatte, Exsikkator,
jederzeit  wieder problemlos abmontiert und ihrem  urspriinglichen
Verwendungszweck zugefiihrt werden. Auf diese Weise kann wirtschaftlich
gearbeitet und je nach Bedarf im Labor die vorhandenen Gerite auch fiir zahlreiche
andere Experimente verwendet werden. Dariiber hinaus ist die Bauausfithrung sehr
Platz sparend, was ein Aufstellen auf kleinen Flidchen ebenso wie ein

unkompliziertes Verstauen ermoglicht.
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Doch der grofite Vorteil dieser Apparatur besteht darin, dass diese Apparatur
dank ihrer Flexibilitdt umfangreiche Erweiterungs- und Modifizierungsmoglich-
keiten anbietet, so bietet z.B. der verwendete Brutschrank geniigend Platz dafiir,
das Reaktionsgefdall gegen hohervolumige auszutauschen. Auch die Schlduche
konnen bis auf 24 Stiick erginzt werden, so dass es ohne weiteres moglich ist,
mit kleinen Investitionen diese kiinstliche Mundhohle auch fiir gré3ere Projekte
einzusetzen. Weiterhin es ist moglich, dieses Gerit als ,,PH-cycling® (Ten Cate
& Simons 1989) System anzuwenden und bei Untersuchungen hinsichtlich des
Einflusses des pH-Kurvenverlaufes auf die Zahnhartsubstanz mit variabel
(zwischen 1 ul/min - 3,7 I/min) festgelegten Mengen an Spiillésungen und
beliebig hoher Zyklenzahl zu arbeiten, wobei das Betropfen von Probekorpern
mit zwel verschiedenen Losungen gleichzeitig oder alternierend erfolgen kann.
Wihrenddessen kann der Thermoschrank zu Bebriitungszwecken benutzt
werden. Bei der Verwendung von Sdurelosungen wie z.B. Milchsidure oder
Essigsdure (Dung et al. 1995; Featherstone & Rodgers 1981) zu Untersuchungs-
zwecken kann auf die sdurebestindigen Kunststoffschlauche, die von Firma
ISMATEC angeboten werden, zuriickgegriffen werden. Dadurch kann die
Beeinflussung der FErgebnisse durch aus den Fliissigkeit fiihrenden
Kunststoffschlduchen gelosten chemischen Stoffen ausgeschlossen und das
Auslaufen der Fliissigkeiten verhindert werden. Also kann dieses Gerit auch fiir
weitere Studien zu Zwecken des Testens von Fiillungswerkstoffen oder
Prophylaxelosungen ebenso wie fiir die Durchfilhrung von Studien mit
unterschiedlichen Fragestellungen zu kariologischen Problemen -eingesetzt

werden.
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Die Nachteile der vorliegenden Apparatur bestehen in dem hohen Arbeitsaufwand,
der mit dem Aufbau des Systems verbunden ist. Nur durch eine ausfiihrliche
Instruktion kann ein storungsfreier Ablauf garantiert werden. Weiterhin war die
Handhabung des Systems schwierig, Trotz priziser Ausmessung bei den
Modifikationsarbeiten am Exsikkator und exakt gelegter Bohrungen fiir Probe-
korper und Fliissigkeit fithrenden Schlduchen war es ziemlich kompliziert und
zeitaufwindig, die Deckel so zu positionieren, dass alle Proben gleichzeitig be-
tropft werden konnten. Ein weiteres Problem birgt die Tatsache, dass es auch bei
bestehendem Bedarf nicht moglich ist, MPC Standard Pumpen der Firma ISMA-
TEC an Zeitschaltuhren anzuschlieBen, denn bei der Unterbrechung des Strom-
flusses werden die eingegebenen Programme nicht automatisch, sondern nur nach
manueller Betidtigung des Einschaltknopfes weiterlaufen, sodass in der
Untersuchungsanordnung eine Betreuung fiir das Umschalten von unterschied-
lichen Programmen in den bendtigten Zeitabschnitten mit eingeplant werden sollte.
Weiterhin muss beziiglich der Sterilisationsfragen beriicksichtigt werden, dass der
Brutschrank, der fiir diese Versuchsanordnung verwendet wurde, nur durch
Flichendesinfektionsmittel (hier wurde Aseptisol, Bode Chemie GmbH verwendet)
gereinigt und nicht sterilisiert werden kann. Daher muss mit duB3erster Vorsicht und
Konzentration gearbeitet werden, um die Kontamination des Gerites durch
Bakterienstimme zu vermeiden. In diesem Zusammenhang muss erwihnt werden,
dass es bei dem ersten Vorversuch zu einer Verunreinigung des Reaktionsgefdl3es
und der Probekorper, vermutlich durch schimmelartigen Pilz, gekommen ist. Die
Ursache der Verunreinigung konnte jedoch nicht festgestellt werden, denn die
erwdhnte Verunreinigung deutet nicht auf Mingel bei der verwendeten
Versuchsanordnung hin, da die nachfolgenden Vor- und Hauptversuche in dieser

Hinsicht reibungslos durchgefiihrt werden konnten. Allerdings muss erwidhnt
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werden, dass es in diesem ersten Vorversuch mehrmals auch zum Aussterben der
Bakterienkulturen wihrend der Vorkultivation auf den Agar-Platten kam, so dass
die Verunreinigung der Probekorper auch durch einen verunreinigten
Bakterienstamm erfolgt sein konnte. Weiterhin lédsst sich spekulieren, ob es trotz
Sterilhaltung aller Arbeitsschritte zu einer Verunreinigung der Instrumente durch
Schimmelpilzsporen gekommen sein konnte. Die erwédhnten Vorversuche dienten
dazu, sich mit den Arbeitsgireten vertraut zu machen. Auflerdem dienten sie der
Erprobung des ausgewihlten Bakterienstamms. Diese Vorversuche wurden in diese
Arbeit nicht erwihnt, da die gewonnenen FErkenntnisse fiir die spiteren

Auswertungen ohne Belang waren.

6.1.1.3 SYTO 9/ Propidiumiodid-Firbung

Das ,,LIVE/DEAD BacLightTM Bacterial Viability Kit* von der Molecular Probes
(Eugene, USA) enthilt neben dem rot fluoreszierenden DNA-bindenden Farbstoff
Propidiumiodid (Ex bis 490 nm, Em bis 635 nm) auch den griin fluoreszierenden
DNA-bindenden Farbstoff SYTO 9 (Ex bis 480 nm, Em bis 500 nm), der durch
Cytoplasmamembranen sowohl intakter als auch geschidigter Bakterienzellen
fundiert. Propidiumiodid kann jedoch nur durch eine defekte Cytoplasmamembran
in die Bakterienzelle eindringen. Der Test basiert auf der Membrangingigkeit
beider Farbstoffe. Die Doppelfarbung mit einer Mischung aus SYTO 9 und
Propidiumiodid ergibt, dass die intakten Zellen griin bzw. die ,,toten* Bakterien rot
fluoreszieren. So wird die Beurteilung des physiologischen Zustands der in der

Plaque vorhandenen Bakterien ermoglicht.
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Die Firbung mit ,,LIVE / DEAD BacLight™ Bacterial Viability Kit* wird hiufig
angewendet und ist in der Literatur als sichere Differenzierungsmoglichkeit
zwischen lebenden und toten Zellen anerkannt (Sarah et al. 2006). Auch in dieser
Untersuchung konnte durch Doppelfirbung mittels ,LIVE / DEAD BacLight™
Bacterial ~ Viability Kit“ bestimmt werden, ob durch die gewihlte
Versuchsanordnung wihrend der gesamten Versuchsdauer ein iiberwiegend

stoffwechselaktiver artifizieller Zahnbelag auf den Zdhnen vorhanden war.

6.1.2 Auswahl der Testzdahne

Das Probenmaterial muss durch eine moglichst gleiche Beschaffenheit
gekennzeichnet sein. Als Probenkorper dienten daher kariesfreie menschliche
Molaren. Kariesfreiheit der Zihne wurde durch griindliche Observation

kontrolliert.

Nach der Extraktion bis zur Herstellung der Proben waren die Zihne aus Des-
infektionsgriinden in Natriumazid versetzter Ringerlosung (0,8 %ig) gelagert. Die
physiologische Losungen werden in diversen Studien als Lagerungsmedium
verwendet (Mehl et al. 1997; Kunzelmann et al. 1993; Manhart et al. 2001), denn
diese beeintrichtigen die Eigenschaften von Zdhnen als Testmaterial nicht (Haller
et al. 1993). Auch Natriumazid als Konservierungsmittel wird in diesem
Zusammenhang hdufig eingesetzt (Tagami et al. 1990; Manhart et al. 2000). Es
wurden nur die Zihne verwendet, die nicht ldnger als 6 Monate extrahiert waren, so
dass eine nach ISO (1991) propagierte Lagerungszeit nicht tiberschritten wurde,
daher ist davon auszugehen, dass degenerative Prozesse in der Zahnhartsubstanz

die Untersuchungsergebnisse nicht beeinflussten.
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Weiterhin wurden als Lagerungsmedium sterile kiinstliche Speichel verwendet, um

intraoralen Bedingungen nahe zu kommen.

Da das Alter der Zihne nicht bekannt war, sollten altersbedingte Unterschiede in
Kauf genommen werden. Das Alter der Zihne kann bei derartigen Studien eine
grole Rolle spielen, denn junges Dentin weist hohere Haftfestigkeit an der
Zahnhartsubstanz auf als sklerotisches Dentin von &lteren Patienten (Sidhu et al.
1991), dennoch wurde von Mixson et al. (1993) gezeigt, dass zwischen dem Alter

der Zihne und der Randqualitit im Dentinbereich kein Zusammenhang besteht.

AuBlerdem kann von einer randomisierten Aufteilung der Testzihne in den

unterschiedlichen Gruppen ausgegangen werden.

Weiterhin konnten individuelle Eigenschaften der Zahnhartsubstanz einen Einfluss
auf die Karieserzeugung haben. Doch die Ergebnisse unserer Untersuchungen
haben bestitigt, dass durch die Verwendung dieser Versuchsanordnung in
unterschiedlichen Gruppen reproduzierbare primirkaridse Lisionen entstanden sind
(sieche Abschnitt 6.2.2.2), so dass von einer Gleichbeschaffenheit der Testzdhne

ausgegangen werden kann.
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6.1.3 Auswahl von Referenzprodukten

6.1.3.1 Glasionomerzement

Glasionomerzemente (GIZ) zeichnen sich durch hohere und lang anhaltende
Fluoridfreisetzung aus (Striitbig 1988; Forsten 1990; 1991; 1994). Langzeitstudien
haben gezeigt, dass das Kariesrisiko am Kavitdtenrand einer Glasionomerzement-

fiillung minimiert ist (Benelli et al. 1993; Hatibovic-Kofmann & Koch 1991).

Wegen diesen Eigenschaften sollte als Vergleichsmaterial ein GIZ verwendet
werden, um zu testen, ob durch den Einsatz von Clearfil™ Protect™ Bond

gleichstarke Karies inhibierende Wirkung hervorgeht.

Da die hochviskdsen Glasionomerzemente (HGIZ) im Vergleich zu allen anderen
GIZ-Sparten am ehesten amalgaméihnliches Verhalten aufweisen und sich durch
einfaches Handling kennzeichnen (GC EUROPE 1999), fiel die Wahl auf den
handelsiiblichen stopfbaren HGIZ Fuji IX der Firma “GC” (Europe, Leuven,
Belgien).

6.1.3.2 Adhdsive

Sowohl das getestete Adhidsiv Clearfil™ Protect™ Bond als auch das Refe-
renzprodukt Clearfil™ SE Bond stammen vom selben Hersteller (Kuraray Medical
Inc., Okayama, Japan). Clearfil™ SE Bond =zeichnet sich durch gute
Verbundfestigkeit an der Zahnhartsubstanz aus (Fritz et al. 2001; Ibarra et al.

2007; Jaberi et al. 2008) und wurde bereits in mehreren Studien als
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Referenzprodukt eingesetzt (Itota et al. 2005; Demirci et al. 2008; Gurpinar et al.
2006).

Imazato et al. (1998b) diskutierten, dass die antibakterielle Wirkung von
bestimmten Bondingsysthemen von deren niedrigem pH-Wert hervorgerufen
werden konnte. Nach Herstellerangaben sind die physikalischen Eigenschaften und
die Komposition (mit Ausnahme von MDPB Monomer und Natriumfluorid) von
Clearfil™ SE Bond und des zu untersuchenden Clearfil™ Protect™ Bonds gleich
(Iwamoto 2004). Erwartungsgemil} diirften zwischen diesen Materialien keinerlei
auf physikalische Eigenschaften bzw. den pH-Wert zuriickzufithrende Unterschiede
auftreten. Daher war Clearfil™ SE Bond fiir diese Studie als Referenzprodukt
besonders geeignet, um einen suffizienten Komposit-Dentin-Verbund zu

simulieren.

6.1.3.3 Komposit

Komposit Tetric Ceram HB ist ein kommerziell erhiltliches plastisches Fiillungs-
material. Diese gehort zu den Feinpartikel-Hybridkompositen und wird vom
Hersteller (,,Ivoclar Vivadent®, Schaan, Liechtenstein) als besonders gut geeignet
fiir direkte Restaurationen im Seitenzahngebiet empfohlen. Komposit Tetric Ceram
HB findet hdaufige Anwendung in der tdglichen zahnérztlichen Praxis. Daher wurde

dieses als Fiillsubstanz fiir unsere wissenschaftlichen Untersuchungen ausgesucht.
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6.1.4 Kavititenpriparation und Fiilltechnik

Dadurch dass Restaurationsmaterialien (mit Ausnahme von Gruppe OB die
ausschlieBlich nur mit Kompositfiillung behandelt wurde), die chemische (GIZ)
(Hellwig et al. 1999; Frankenberger & Krimer 1999) und /oder mechanische
(Komposit & Adhédsiv) Haftung an Zahnhartsubstanz aufweisen (Swift et al. 1995,
Fritz et al. 2001; Nakabayashi et al. 1991; Frankenberger 2001), verwendet wurden,
konnten die Kavititen unter maximaler Zahnhartsubstanzschonung pripariert

werden.

Fir die Untersuchungen ausgewdhlte rundliche, leicht konische, einfldchige
Kavititen (@ 4 — 5 mm x T 1,8 — 2 mm) wurden nach Vorzeichnen mit Hilfe von
einem markierten Bohrer prédpariert, so dass der Forderung nach

Standardisierbarkeit entsprochen werden konnte

Die Restauration der Kavititen erfolgte streng nach Angaben der Hersteller des
jeweiligen Produkts. Dadurch wurde ausgeschlossen, dass Versdumnisse in der
Bearbeitungstechnik die Ergebnisse beeintridchtigten. Aulerdem hat man sich bei
den Kompositfiillungen fiir die Zweischichttechnik entschieden, wobei jede Schicht
separat lichtgehirtet wurde. Dies hat zum vollstindigen Aushdrten des Materials
mit nachfolgender Reduktion der Polymerisationsschrumpfung und damit zur
Verbesserung der marginalen Adaptation beigetragen (Tjan et al. 1992; Retief
1994).

In Gruppe OB wurde durch den Verzicht auf Adhésivtechnik die Randspaltbildung

gezielt begiinstigt, um zu priifen, wie die Testmaterialien im Vergleich zur
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Risikosituation abschneiden, denn vermehrte Randspaltbildung wird als Hauptursa-
che fiir Sekundirkariesbildung angesehen (Kidd et al. 1992; Mjor et al. 1992; 2002;
Manhart 2003).

Nach der groben Uberschussentfernung wurden die Fiillungen ausgehirtet. Die
Politur erfolgte einheitlich mittels Silicon-Carbid-Schleifpapier mittlerer, feiner
und schlieBlich feinster Kornung. Auf diesem Weg wurde eine gleichmifige
Abtragung von Fiillkorpern und organischer Matrix und die damit einhergehende
Oberfldachenglittung erreicht, ohne dass die marginale Integritit gefihrdet wurde
(Matis et al. 1991; Schmid et al. 1991). Dennoch konnte das partielle Verbleiben
der Schmelzschicht auf der Dentinoberfliche nicht umgangen werden. Das war
unter anderem auch ein Grund dafiir, weswegen die oberen Schichten der Proben
(bis zu 560 pm — 960 um Entfernung von der Kaufldche) nicht ausgewertet werden
konnten. Trotzdem wurde erreicht, dass die ausgewéhlten Auswertungsbereiche in
unterschiedlichen Gruppen vergleichbare primirkariose Lidsionen présentierten
(sieche Abschnitt: 6.2.2.2). Es kann daher von der gleichen Beschaffenheit der

auszuwertenden Datenreihe ausgegangen werden.

Eine Ubertragung der gewonnenen Ergebnisse auf die Situation in vivo kann
jedoch nur begrenzt erfolgen, da gerade bei der approximal liegenden Kavitdten in
vivo das Problem der erschwerten Zuginglichkeit, Trockenlegung und Aufbau des
Kontaktpunkts mit dem benachbarten Zahn auftritt. In dieser Studie wurden diese
Faktoren nicht beriicksichtigt, denn die kiinstliche Simulation von Black Klasse II
Restaurationen erfolgte durch das Zerschneiden von bereits gelegten Fiillungen,

was eine starke Abweichung von der intraoralen Situation darstellt.
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6.1.5 Kiinstliche Alterung der Proben

In der Mundhohle sind Zdhne und Restaurationsmaterialien durch die Zufuhr von
heilen und kalten Speisen stindigen Temperatur- und Kaubelastungen ausgesetzt.
Bedingt durch den unterschiedlichen thermischen Ausdehnungskoeffizienten von
Zahnhartsubstanz und Komposit kommt es zu einer unterschiedlichen
Volumenidnderungen (Komposit dehnt sich bei Erwidrmung stirker aus und bei
Abkiihlung kontrahiert es sich stdrker als Zahnhartsubstanz), dies fiihrt zu
vermehrten Spannungen in der Verbundzone zwischen Zahn und Restauration.
Diese Spannungen begiinstigen das Entstehen von Randspalten (Janda 1988; 1995;
Gale & Darvell 1999; Crim & Schmidt 1993; Dietschi & Herzfeld 1998).

Im Gegensatz zu Kompositen charakterisieren sich GIZ durch (dentinZhnliche)
giinstige Wiarmeausdehnung, jedoch sind diese weniger verschleil3fest und ihre
marginale Adaptation ist nicht belastungsresistent genug um Kaubelastungen
analog des Amalgams oder Komposites durchzustehen (Glockmann et al. 1997;
Davidson & Abdalla 1994). Andererseits aber konnen Kaubelastungen, die in vivo
stattfinden, das FElastizititsmodul des Komposits und dadurch den Verbund des
Restaurationsmaterials zur Zahnhartsubstanz beeintrichtigen (Dietschi et al. 2002).
Bei der adhisiven Fiillungstherapie sind auf lange Sicht besonders die Gebiete
gefihrdet, die wegen der Wasseraufnahme und hygroskopischen Ausdehnung des
Komposites und /oder des Haftvermittlers dem Phidnomen der Quellung unterliegen

(Friedl et al. 1997; Kunzelmann et al. 1993; Thonemann et al. 1995).

Um die Proben in vitro entsprechenden thermischen Belastungen wie in vivo

auszusetzen, wurden Proben im Thermowechselbad mit 2000 Zyklen bei Tempe-
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raturen zwischen 5 °C und 55 °C exponiert. Die gewihlten Temperaturen werden
als minimal und maximal tolerierbare Temperaturen in der Mundhohle
angenommen (Wendt et al. 1992). 2000 Zyklen bei 50 °C Temperaturdifferenz
werden nicht nur als ausreichend, sondern auch als zu hohe Belastung angesehen
(Noack 1988; Crim & Mattingly, 1981). Daher kann es bei solch hohen
Zyklenzahlen zu einer stirkeren Randspaltbildung gekommen sein, als es in vivo
der Fall wire. Ziel der Studie war es aber, herauszufinden, ob selbst bei
bestehenden Randspalten eine Inhibition der Sekundirkariesbildung durch

Priifmaterialien erreicht wird.

Nach den Thermowechselbidern wurden die Fiillungen im Kausimulator
kiinstlichen Kaukriften ausgesetzt. Diese Vorgehensweise ist mit der klinischen
Situation und auch mit anderen Studien gut vergleichbar. In der Literatur werden
die physiologischen Kaukrifte, die in vivo wihrend des Nahrungsverzehrs auf die
einzelnen Zdhnen einwirken, mit bis zu 50 N angegeben (Eichner 1963; Krejci et
al. 1990). Gestiitzt auf diese Werte wurde fiir diese Versuchsanordnung eine
Belastung von 5 kg = ca. 50 N bei 50000 Zyklenzahl gewdhlt. Daher sind auch hier

die Parallelen zu in vivo Verhiltnissen zu sehen.

Dennoch konnte intraorale Situation nur hinreichend simuliert werden, denn mit
dem verwendeten Kausimulator MUC-IT (Willytec GmbH, Miinchen, Deutschland)
konnte lediglich nur vertikaler Krafteinfluss simuliert werden, die lateralen
Belastungen, die bei der natiirlichen Kautitigkeit in vivo auftreten, konnten nicht

beriicksichtigt werden.
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6.1.6 Lagerung im kiinstlichen Speichel

Nach Fiillungslegung wurden die gefiillten Zihne fiir 24 Stunden bei 37 °C in
kiinstlichem Speichel gelagert, um wihrend der kiinstlichen Alterung der Proben
die hygroskopische Expansion der Fiillungsmaterialien zu beriicksichtigen. Diese
sollte bei den Kompositfiillungen die Kompensation des durch Polymerisations-
schrumpfung hervorgehenden Volumenverlustes bewirken (Bowen et al. 1983;
Hansen & Asmussen 1989). Bei dem GIZ aber sollte durch die sofortige Feuch-

tigkeitslagerung dessen Bruch vermieden werden (Feilzer et al. 1995).

Nach kiinstlicher Alterung der Proben lagerten diese noch 4 Wochen lang in
kiinstlichem Speichel mit neutralem pH-Wert 6,9 bei 37 °C, um die Freisetzung
von kariesprotektiven Bestandteilen aus Fiillungsmaterialien nach intraoraler
Verweildauer zu beriicksichtigen. Kiinstlicher Speichel wurde in dieser In-vitro-
Studie als Lagerungsmedium mit dem Zweck, den Verhiltnissen in der Mundhohle
moglichst nahe zu kommen, gewihlt. Hierbei ist zu diskutieren, inwieweit die
Freisetzung von den verschiedenen Kkariesprotektiven Bestandteilen aus
Fiillungsmaterialien durch Lagerung in kiinstlichem Speichel beeinflusst werden
konnte, denn in Referenzstudien wird oft als Lagerungsmediun das Wasser
verwendet (Hatibovic-Kofman & Koch 1991; Forsten 1995; Itota et al. (2005);
Imazato et al. 1994; 1999). Durch Lagerung der Proben in kiinstlichem Speichel ist
der Ionenaustausch deutlich reduziert. Daher ist auch die Fluoridfreisetzung im
menschlichen ebenso wie in kiinstlichem Speichel signifikant geringer als dies im
Aqua destillata der Fall ist (Rezk-Lega et al. 1991; Glockman et al. 1997; El
Mallakh & Sarkar 1990). Daher kann erwartet werden, dass sich die in dieser

Studie ermittelten Freisetzungsraten von Fiillungsbestandteilen durch den Einsatz
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von kiinstlichem Speichel als Lagerungslosung anstelle von Aqua destillata mit der

oralen Situation gut vergleichen lassen.

Da die gefiillten Proben nicht in Leitungswasser (0,1 mg/l1 Fluorid) lagerten, hatten
diese keinen Kontakt mit exogenen Fluoridquellen. Dies stellt eine Abweichung
von der intraoralen Situation dar, aber es war nicht das Ziel dieser Studie,
wiederauflade Effekte von verwendeten Restaurationsmaterialien zu iiberpriifen.
Vielmehr sollte durch dieses Vorgehen erreicht werden, dass Clearfil™ Protect™
Bond an Fluoridionen verliert, um die Wirksamkeit von MDPB Monomer zu
testen. Aus diesem Grund wurden die Proben von unterschiedlichen Gruppen im
separaten Behilter aufbewahrt, was verhindern sollte, dass aus GIZ freigesetzte
hohere Mengen von Fluoridionen in der unmittelbaren Umgebung der mit
Clearfil™ Protect™ Bond behandelten Zihnen akkumulierten und moglicherweise
von diesem Material aufgenommen werden konnten. Damit auch die von Clearfil™
Protect™ Bond selbst freigesetzten Fluoridionen sich nicht wieder im
Fiillungsmaterial anlagern konnten, wurde das Lagerungsmedium alle 24 Stunden
erneuert. Somit wurde gleichzeitig das regelmiBigen Schlucken des Speichels und
die damit verbundene Entfernung freigesetzter Fluoridmengen aus der Mundhohle

zumindest teilweise nachgeahmt.

6.1.7 Mikrocomputertomographie (uCt)

Das erhohte Interesse an nichtdestruktiven Methoden fiir die Zahnmedizinfor-
schung hat dazu beigetragen, dass die mikrocomputertomographische Methode in
den letzten Jahren immer héufiger eingesetzt wurde, um die Mineralkonzentration

von Zahnhartgeweben zu untersuchen, (Clementino-Luedemann & Kunzelmann
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2006). Als non—invasive und non—destruktive radiografische Methode mit hoher
Auflosung ermoglicht uCT die zwei- und dreidimensionale Rekonstruktion der zu
untersuchenden Proben und die Bestimmung des Mineralverlustes in den
vollstindigen Zidhnen. uCT wird als niitzliches Werkzeug fiir quantitative
Messungen in der Dentalforschung bewertet (Mercer & Anderson 1996).
Vergleichende Untersuchungen von Clementino-Luedemann (2007) haben gezeigt,
dass zwischen den vom pCT ermittelten Ergebnissen und einer bewihrten Methode
wie der Transversen Mikroradiographie (TMR), die zur Auswertung der
Mineralinderungen in den Kariesexperimenten empfohlen worden ist (Arends &
Ten Bosch 1992), eine hohe Korrelation besteht. Daher ist sie fiir eine
zerstorungsfreie Analyse von karidsen Prozessen in Schmelz und Dentin durchaus

wertvoll.

Durch die Nutzung von uCT-Technik und der von Prof. K-H Kunzelmann
entwickelten Software (,,KHKs Microradiography Simulation for pyCT*‘) konnten in
der vorliegenden Arbeit die Tiefe der Primir- und Sekundérkaries ebenso wie der

Mineralverlust im Dentin bestimmt werden (siehe Kap.: 4.7).
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6.2. Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Untersuchungsabschnitt I

6.2.1.1 Eignung der kiinstlichen Mundhohle

Die Ergebnisse der ersten sowie der nachfolgenden Untersuchungen zeigen, dass es
mit der gewihlten Versuchsanordnung und Apparatur gelingt, eine stoff-
wechselaktive, streptokokkale Plaque auf den Zdhnen zu etablieren. Aussehen und

Konsistenz der Plaque entsprachen dem in vivo beschriebenen Zustand.

Im Anhang (siehe Kap.:10.1) sind in Tabellen: 10.1 a, b, ¢ und d gemessene Werte
der entstandenen Demineralisationen (Lt und delta Z) zusammengestellt, welche
nach Durchfiihrung des Untersuchungsabschnittes I in  unterschiedlichen
Zeitriumen (W6 und WS8) aus verschiedenen Entfernungen vom Fiillungsrand
ermittelt wurden. Es wird deutlich, dass die gewihlte Versuchsanordnung und die
verwendete kiinstliche Mundhohle geeignet sind, mit Hilfe eines gewihlten
Streptokokkus mutans-Stamm (ATCC 25175) sekundirkariése ebenso wie

primérkariése Lésionen zu erzeugen.

Bemerkenswert ist auch, dass auf dem geglitteten Zahnoberfldchenbereich,
welcher der direkten Spiilwirkung der aufgetropften Remineralisationslosungen
ausgesetzt war und 1im Gegensatz zum Spalt- oder Approximalbereich keine
Okologische Nische fiir Bakterien anbot, primédrkaridése Lédsionen entstanden sind.

Dies deutet darauf hin, dass es analog zu den In-vivo-Ergebnissen zu einer festen
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Anheftung der Streptokokken an der Zahnhartsubstanz bzw. an der Pellikel
gekommen ist (Schiffner 1997).

Weitere Versuche zeigten (siehe Abschnitt: 6.2.2.2), dass es gelungen ist, fiir alle
Versuchsgruppen identische Bedingungen zu schaffen und reproduzierbare

artifizielle Lasionen zu erzeugen.

6.2.1.2 Bestimmung der optimalen Versuchsdauer.

Die entstandenen Demineralisationen in Gruppen W®und W* waren statistisch nicht
signifikant, dennoch war in diesem Untersuchungsabschnitt die statistische
Signifikanz zwischen den Gruppen nicht ausschlaggebend; es sollte vielmehr
ermittelt werden, ob eine lange Untersuchungsdauer negative Einfliisse auf die

Versuchsanordnung hat.

Dadurch dass die Proben vor dem Einbringen in die kiinstliche Mundhohle nicht
sterilisiert, sondern nur desinfiziert wurden, bestand das Risiko einer Verunrei-
nigung durch Sporen. AuBerdem hitte theoretisch mit zunehmender Versuchs-
dauer die Sterilitit der Apparatur Schwierigkeiten bereiten oder technische
Probleme auftreten konnen, wie z.B. eine Verstopfung der Abflussrohre durch die

Plaquemasse oder der Saccharoselosung leitenden Schlduche.
Es wurden weder in den ersten noch in den Folgeversuchen Beeintrichtigungen

festgestellt, die den Untersuchungsablauf gefdhrden oder fiir eine kiirzere Ver-

suchsdauer sprechen wiirden.
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Vielmehr bieten die Ergebnisse, die in Kapitel 5.2. beschrieben wurden, Gele-
genheit, sich einen Uberblick iiber die Entwicklung des Demineralisationspro-

zesses zu verschaffen.

Die Proben, die 6 Wochen lang in der kiinstlichen Mundhohle verblieben sind,
weisen, vom Fiillungsrand ausgehend, eine kontinuierliche Zunahme an Lt und
delta Z auf und erreichen 120 um vom Fiillungsrand entfernt Hochstwerte. Diese
Entwicklung zeigt keine Vergleichbarkeit mit der intraoralen Situation, denn - wie
bekannt - entsteht Karies in Predilektionsstellen und Fiillungsrindern haufiger bzw.
schneller als auf der glatten Zahnoberflachen (Mjor 1985; 2000; Gaengler et al.
2001; Manhatrt 2003). Eine Erkldrung dafiir konnte sein, dass der ausgewertete
Bereich 560 um bis 960 um von der Zahnoberfliche entfernt lag (70 - 120ste
Bildschnitte der uCT-Aufnahmen), wobei die bakterielle Suspension tédglich auf die
Zahnoberflidche aufgebracht wurde. Die Plaque konnte sich zu diesem Zeitpunkt im
tiefen Spaltbereich noch nicht so gut akkumulieren wie auf der Zahnoberfldche und
dementsprechend konnte die auf der Zahnoberfliche etablierte groBere
Plaquemasse viel mehr Sduere produzieren und folglich auch tiefere Schichten des
Dentins in diesem Bereich stiarker entmineralisieren. Mit 8-woOchigem
Versuchsablauf verédndert sich das Kariesbild vollstindig und zeigt die Merkmale,
die auch in vivo zu beobachten sind, namlich eine Abnahme der Lt und
insbesondere eine Abnahme des Mineralverlustes, vom Fiillungsrand ausgehend,
und ist 120 um vom Fiillungsrand entfernt (Bereich der Primérkaries reprisentiert)

am wenigstens ausgepragt.

Diese Ergebnisse lassen den Untersuchungsablauf zuriickverfolgen: Nach einer 6

Wochen langen Inkubation der Proben in kiinstlicher Mundhohle erreichte die
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Plaque eine Volumenmenge iiber 5 mm und wuchs iiber die Proben hinaus. Der
Volumenzuwachs der Plaque fiihrte dazu, dass die oberen Schichten der Plaque
ohne jeglichen Kontakt mit der Zahnoberfliche nur mit untenliegenden Plaque-
schichten verbunden waren und durch ihre Masse die am Zahn haftenden Bakt-
erienschichten belasteten, so dass die Plaquemasse zum Abrutschen neigte. Daher
kam es unter Einwirkung von Spiillésungen zur teilweisen Ablosung der oberen
Plaqueschichten von der Zahnoberfldche, wobei im Spaltbereich und in simulierten
Approximalflichen die Plaque gut akkumulieren und an Masse zunehmen konnte.
Diese Entwicklung fithrte dazu, dass die vom Fiillungsrand entfernten Bereiche im
Gegensatz zu den Bereichen nahe der Spalt- und Approximalfliche fiir die
remineralisierenden Losungen gut zugédnglich waren, wo diese ihre Wirkung besser
entfalten konnten, was wiederum zum Riickgang des Mineralverlustes und zur
Ausgrenzung der Lt in diesem Bereich gefiihrt hat. Es gibt zahlreiche Studien, die
eine Remineralisation von Lisionen durch Speichel oder Ca®™ und PO,
enthaltende Losungen beschreiben (Tanaka & Kadoma 2000; Exterkate et al. 1993;
Meyer-Lueckel et al. 2002; Kielbassa & Meyer-Lueckel 2001). Dabei verlduft der
Remineralisationsprozess in vitro erheblich schneller als in vivo (Arends &
Gelhard 1983; Larsen & Fejerskov 1989). Dieser Alauf aber weist eine gute
Vergleichbarkeit mit der intraoralen Situation auf, da auch in vivo hauptsidchlich
approximal liegende Bereiche durch Karies bzw. Sekundirkaries betroffen sind
(Mjor 1985; Mjor & Toffenetti 2000; Gaengler et al. 2001). Als Grund dafiir
werden unter anderem die Hygieneschwierigkeiten, die mit diesem Bereich
verbunden sind, genannt (Mjor & Toffenetti 2000). Daher weisen die Proben, die 8
Wochen lang in kiinstlicher Mundhohle verblieben sind, eine bessere

Vergleichbarkeit mit der intraoralen Situation auf.
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AuBlerdem, wie Abbildungen 5.2a und 5.2b (siehe Kap.: 5.2) zeigen, neigen die
Proben nach 8-wochiger Versuchsdauer im Vergleich zu Proben, die 6 Wochen
lang in kiinstlicher Mundhohle verblieben sind, zur Steigerung der Deminerali-
sationen im Randspalt anliegenden Bereich. Dieser Bereich stellt fiir unsere
Fragestellungen die eigentliche Interessenszone dar, da dieser in direkten Kontakt

mit den Probematerialien kommt.

Weiterhin wire zu diskutieren ob die fehlende Signifikanz zwischen den Gruppen
W® und W* an den wenigen Probenzahlen liegt. Denn wenn man die einzelnen
Messwerte (siehe Anhang Tab.: 10.1.2 a, b, ¢, d) ins Visier nimmt, wird deutlich,
dass die ermittelten Messwerte in unterschiedlichen Gruppen starke Schwankungen
aufweisen. Dies gibt Anlass zur Annahme, dass bei hoheren Fallzahlen eine
erhebliche Differenz der Demineralisationen (beziiglich Lt und delta Z) mit

statistischer Signifikanz zu erwarten wire.

Aus diesen Uberlegungen heraus und auch aufgrund der im Vorhinein er-
wiinschten langfristigen Versuchsdauer von 8 Wochen, die notig ist, um gewisse
Aussagen iiber die Langzeitwirkung der Priifmaterialien machen zu konnen, wurde

die Untersuchungsdauer fiir nachfolgende Versuche auf 8 Wochen festgelegt.
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6.2.2 Untersuchungsabschnitt II und III

6.2.2.1 Einfluss der Restaurationsmaterialien auf die Entstehung von sekunddir-

kariosen Lisionen.

Keines von den untersuchten Materialien war in der Lage, Sekundérkaries komplett
zu stoppen: Bei Fluorid freisetzenden GIZ (hier Fuji IX) war Sekundérkaries
ebenso wie Primdrkaries am wenigsten ausgeprigt und damit erweisen sich GIZ als
absolute Sieger im Kampf gegen Sekundirkaries. Ubereinstimmend mit diesen
Arbeitsergebnissen zeigte auch eine Vielzahl von anderen Studien, dass GIZ durch
Fluoridfreisetzung nachweislich gegen Karies und Sekundirkaries schiitzen konnen
(Forss & Seppd 1990; Friedl et al. 1992; Benelli et al.1993; Forsten 1994; Striibig
1988).

Bedenkt man aber, dass zahlreiche Studien (Forss & Seppd 1990; Seppi et al. 1992;
Seppd 1994; Davies et al. 1995) iiber die Erschopfung des Fluoridreservoirs
innerhalb der ersten Wochen nach der Fiillungslegung berichten, wenn GIZ mit
keiner exogenen Fluoridquelle in Kontakt kommen, stellt sich die Frage: Wie
konnten GIZ in dieser Untersuchung nach 4 Wochen langer Lagerung in
kiinstlichem Speichel immer noch unter Karies fordernden Bedingungen, die 8
Wochen andauerten, Karies inhibierende Wirkung erzielen? El Mallakh & Sarkar
(1990) fanden heraus, dass die Fluoridfreisetzung aus Restaurationsmaterialien in
kiinstlichem Speichel signifikant niedriger ist als die Freisetzung in Aqua destillata.
Glockmann et al. (1997) bestitigten diese Ergebnisse in einer Studie iber
Fluoridfreisetzung aus GIZ. Allgemein wird die Fluoridfreisetzung von

Fiillungsmaterialien pH gesteuert (Forsten 1990; 1995): Im saurem Milieu (pH 4,0)

125



wird Fluorid stédrker freigesetzt als in einem neutralen Umgebungsmedium mit
pH 6,8 (Attin et al. 1996(a). Da in der vorliegenden Studie als Lagerungsmedium
kiinstlicher Speichel mit pH Wert von 6,9 verwendet wurde, ist davon auszugehen,
dass die Fluoridfreisetzung von GIZ-Fiillungen minimiert war, was dazu fiihrte,
dass GIZ wihrend des bakteriell bedingten pH-Abfalls in der kiinstlichen
Miindhohle immer noch ausreichend Fluoridmengen bereitstellen und Karies

inhibieren konnten.

Doch im Laufe der Untersuchungen offenbarten sich auch die bereits in anderen
Studien mehrfach erwidhnten Schwachstellen dieser Materialien, die sich auf
unbefriedigende physikalische Eigenschaften beziehen, wie mangelnde Bruch-,
Druck- und Kantenfestigkeit, die hdufig hohe Abrasionsraten, marginale Dis-
kontinuitdt oder Fiillungsfrakturen, unzureichende VerschleiBfestigkeit sowie
ungeniigende Belastungsresistenz, was 1m Vergleich zu modernen Kompositen
eine schlechtere marginale Adaptation zur Folge hat (Frankenberger & Krimer
1999; Glockmann et al. 1997). In einer Studie von Davidson & Abdalla (1994)
zeigten vor allem die Gruppen mit GIZ-Restaurationen eine Verschlechterung der
Randqualitét unter zusitzlicher Belastung in einem Kausimulator. Die Gruppen mit
dentinadhisiver Versorgung wiesen nur dann schlechtere Ergebnisse auf, wenn
Behandlungen ohne Dentindtzung vorgenommen wurden. Nach Kkiinstlicher
Alterung der Proben waren in GIZ-Fiillungen entstandene Risse, eine stdrker
ausgeprigte Randspaltbildung und der stirkere Verschleil des Materials im
Vergleich zu den Gruppen, die mit Komposit bzw. Komposit /Adhédsiv behandelt

wurden, auch hier nicht zu iibersehen.
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Das zweitbeste Ergebnis beziiglich des Sekundirkariesschutzes wurde in der
Gruppe PB erzielt. Setzt man voraus, dass Clearfil Protect Bond und Clearfil SE
Bond grundsitzlich die gleiche Komposition, dhnliche physikalische Eigenschaften
und dasselbe adhisive Monomer MDP besitzen und das gleiche Anwendungs-
verfahren haben (Iwamoto 2004), dann lassen sich die signifikanten Unterschiede
beziiglich Mineralverlustes beim Vergleich der Gruppen SB, und PB; (Messungen
direkt an Kavitidtenrandern) auf den MDPB Monomer, enthalten in Clearfil Protect
Bond, zuriickfithren. Imazato et al (1994; 1998) berichteten dass das MDPB
Monomer auch nach der Polymerisation durch Direktkontakt Bakterien eliminiert
und dadurch kariesprotektiv wirkt. Die Ergebnisse dieser Studie stimmen mit den
Angaben von Imazato et al. (1994; 1997; 1998; 2003) iiberein. Die durch Prof.
Schmalz (2003) postulierte Theorie, wonach durch die Vernetzung bei der
Polymerisation antibakterielle Eigenschaften vom MDPB Monomer gestoppt
werden, konnte hinsichtlich der Ergebnisse dieser Studie nicht bestitigt werden.
Wir konnten zeigen dass Clearfil Protect Bond auch nach der Polimerisation den
Mineralverlust am Randspalt (bzw. an Bond) angrenzenden Dentin signifikant
ddmmen konnte. Dennoch unterstiitzen unsere Untersuchungen die Ergebnisse von
Schmalz et al. (2004(a), denn auch wir konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen PB und SB feststellen bei Messungen, die vom
Kavititenrand 40 pym, 80 um oder 120 um entfernt lagen. Ausgehend davon, dass
eine signifikante Inhibition des Mineralverlustes bei Clearfil Protect Bond nur im
unmittelbar an die Fiillungen angrenzenden Dentin detektiert werden konnte,
verdeutlicht, dass MDPB tatsachlich nur wihrend des Direktkontakts mit Bakterien
seine Aktivitit entfalten kann. Es wird klar, warum in Untersuchungen von

Schmalz et al. (2004(a) keine antibakterielle Wirkung vom polymerisierten MDPB
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Monomer ermittelt werden konnte: Eine 200 um starke Dentinscheibe zwischen

Bakterium und Testmaterial hat eine gewisse Schutzfunktion geleistet.

Die von Feuerstein et al. (2007) und Waschinski (2007) diskutierte Freiset-
zungstheorie iiber MDPB, wonach Clearfil Protect Bond nach kurzer Zeit nach der
Fiillungslegung seine Aktivitidten verlieren sollte (Feuerstein et al. (2007) geben
eine antibakterielle Wirkung von 14 Tagen an, Waschinski (2007) eine von 19
Tagen fiir S.aureus und fiir in dieser Studie verwendete S.mutans sogar eine von
nur 4 Tagen), wurde durch diese Arbeit widerlegt. Wir konnten zeigen, dass
Clearfil Protect Bond auch nach 4 Wochen langer Lagerung in kiinstlichem
Speichel und 8 Wochen lang andauernden Untersuchungen in kiinstlicher
Miindhohle, wo die Proben der stindigen Spiilwirkung der Losungen ausgesetzt
waren (das ergibt eine Untersuchungsdauer von insgesamt ca. 3 Monaten), Karies
hemmen konnte. Imazato et al. (1994) berichteten, dass nach 3-monatiger (90
Tagen) Lagerung in Wasser bei MDPB beigesetzten, polymerisierten
Kompositfiillungen, eine antibakterielle Wirkung beobachtet werden konnte. Die

Lagerungszeit stimmt exakt mit der Priifdauer in dieser Arbeit iiberein.

Setzt man voraus, dass das im Clearfil Protect Bond enthaltene MDPB Bakterien
im Randspalt eliminiert und dadurch Mineralverlust hemmt, dann muss hinterfragt
werden, warum beziiglich der Lt keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen SB| und PB, ermittelt werden konnten.

Einen Erkldrungsansatz fiir diese Fragestellung bieten die in den Tabellen 5.3c und
5.3d (siehe Kap. 5.3) dargestellten Ergebnisse, die eigentlich einen Kariesangriff in

unterschiedlichen Untersuchungsgruppen repréasentieren (siehe Kap.5.3, Abb.

128



5.3.1c und 5.3.1d). Grundsitzlich gilt, dass das Ausmal} an Karies desto stérker ist,
je schneller und je mehr Streptokokkus mutans die Zahnoberfliche kolonisiert
(Loesche et al. 1984; Berkowitz 2003; Featherstone 2003;). Die ermittelten
Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die urspriingliche Kariesquelle in den
Gruppen F und PB nicht im Randspaltbereich, sondern auB3erhalb des Randspaltes
befindet, wobei in den Gruppen OB und SB die hochsten Karieswerte im

Spaltbereich liegt.

Durch die vermehrten Randspalten bei der Gruppe OB ist die Keimbesiedlung
begiinstigt worden und die Plaque hat schneller eine kritische Masse erreicht, so
dass das an den Randspalt angrenzende Dentingewebe von Anfang an einem
starken kariogenen Angriff von allen Seiten (Randspaltbereich, AuBenldsions-
bereich und Approximalbereich) ausgesetzt war. Dementsprechend konnten die
Demineralisationen frither einsetzen. Daher war die sekundidre Wandléision be-
ziiglich Lt ebenso wie beziiglich des Mineralverlustes in Gruppe OB, signifikant

stiarker ausgeprigt als in anderen Gruppen.

Wie bekannt, ist in Verbindung mit Adhisivsysthemen die Haftkraft des Kom-
posits an der Zahnhartsubstanz wesentlich groBer als die der chemischen Haftung
der GIZ (Aboush & Jenkins 1986; Lin et al.1992). In Gruppe F war nach visueller
Einschitzung die Randspaltbildung dementsprechend hoher als in den Gruppen SB
und PB. Daher diirfte es auch hier ziemlich frith zur Plaquebesiedlung gekommen
sein. Dennnoch haben zahlreiche Studien gezeigt, dass GIZ an die umliegende
Zahnhartsubstanz Fluoride abgeben und so zu einer Hypermineralisation im
angrenzenden Bereich mit Demineralisationsresistenz fithren (Ten Cate & Van

Duinen 1995; Wandera 1998). Folglich konnte GIZ auch in dieser Untersuchung
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dem kariosen Angriff durch Fluoridfreisetzung entgegenwirken und trotz
vermehrter Randspaltbildung den Mineralverlust minimieren und das Fortschreiten
von Karies hemmen. Die Meinung von Glasspoole & Erickson (1993), dass die aus
GIZ freigesetzten Fluoride Randspalten kompensieren, konnte hinsichtlich der

Ergebnisse dieser Studie nachgewiesen werden.

Dariiber hinaus wire es durchaus moglich, dass aus GIZ freigesetzte Fluoride eine
Hemmung des Wachstums von S.mutans bzw. die Verminderung der
Saureproduktion dieser Bakterien bewirkt haben (Friedl et al. 1992; 1997(a); Seppé
et al. 1993). Damit konnte der kariesprotektive Effekt, der aus der Einlagerung des
aus GIZ freigesetzten Fluorids in der Zahnhartsubstanz hervorgeht, noch zusitzlich
unterstiitzt werden. Aber die erwihnte Verminderung der Sdureproduktion von
S. mutans konnten Seppé et al. (1993) nur bei frisch angemischten GIZ-Fiillungen
innerhalb der ersten 24 stunden feststellen. Nach 4 Wochen war diese

antibakterielle Eigenschaft von GIZ nicht mehr nachweisbar.

Die Gruppen PB und SB idhneln sich in ihrem Randspaltverhalten, weil hier
Adhisivsysteme verwendet wurden. Wie bekannt, stellt der Verbund zwischen
Dentin und Komposit eine grole Herausforderung in der Zahnmedizin dar (Swift
1995; Gladys et al 2001). Die Polymerisationsschrumpfung vom Komposit hat
ebenso wie die thermische und mechanische Belastung der Proben auch in dieser
Untersuchung zur Ausbildung von Randspalten zwischen dem Komposit und
Dentin gefiihrt. Doch durch die Verwendung des Adhdsivsystems wurde das
Ausmal} des Randspaltes in Gruppen SB und PB minimiert. Daher diirfte es in der
Gruppe SB zu einer verzogerten Besiedelung des Randspaltes und damit auch zu

einem etwas spdteren kariogenen Angriff auf die angrenzende Zahnharzsubstanz
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vonseiten des Spaltraumes gekommen sein. Dementsprechend waren auch Lt und

Mineralverlust in der Gruppe SB; geringer als in der Gruppe OB;.

Das in Clearfil Protect Bond enthaltene MDPB Monomer soll dazu beigetragen
haben, dass sich in den Randspalten der Gruppe PB keine stoffwechselaktiven
Bakterien anlagern konnten, was zur Folge hatte, dass das an Clearfil Protect Bond
angrenzende Dentin keinem oder einem nur sehr geringen Kariesangriff seitens des
Randspaltraumes ausgesetzt war. Da in der Gruppe PB im Gegensatz zu den
Proben, die mit GIZ gefiihlt waren, keine durch Fluoridionen hervorgerufene
Hypermineralisation und damit einhergehende Demineralisationsresistenz der
Zahnhartsubstanz gegeben war, konnte die Karies sich in Richtung Randspalten
ausbreiten. Aufgrund des fehlenden Saureangriffs durch den Randspaltbereich war
der Mineralverlust geringer als in der Gruppe SB;. Auch Pinto et al. (2009)
konnten in 14-tdgigen In-situ-Untersuchungen feststellen, dass in Schmelzproben,
die mit Clearfil Protecht Bond behandelt wurden, auf eine Entfernung bis zu 20um
von der Restauration ein niedrigerer Mineralverlust entstanden war als beim
Clearfil SE Bond. Auch Kuramoto et al. (2005) haben in ihrer In-vitro-Studie
gezeigt, dass sich durch die Behandlung der Proben mit MDPB enthaltendem

Bondingsystem Mineralverlust authalten lieB3.

Auf einer Entfernung von 40 um und 80 um sind signifikante Unterschiede
zwischen den mit dem Clearfil Protect Bond behandelten Proben und ohne Adhésiv
gefiihlten Zahnen nachzuweisen. Wobei mit Clearfil SE Bond behandelte Proben
eine Zwischenstellung einnehmen, indem sie sich weder von den Gruppen PBs und
PBy noch von den Gruppen OBs und OB,y beziiglich Lt oder Mineralverlusts

signifikant unterscheiden. Daraus resultierend lédsst sich ableiten, dass Clearfil
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Protect Bond zwar eine sekundire Aullenldsion nicht am Entstehen hindern kann,
weil diese wie eine Primidrkaries unabhingig von existierenden Randspalten in
Nachbarschaft einer Fiillung entsteht, (Hals & Kvinnsland 1974), aber durch

Isolation des Spaltraumes von Bakterien eine Reduktion dessen Ausmales bewirkt.

Weiterhin soll hinterfragt werden, ob die durch den Hersteller propagierte zu-
sdtzlich kariesprophylaktische Wirkung, die aus dem in Clearfil Protect Bond
integrierten Natriumfluorid hervorgehen soll (Iwamoto 2004), in dieser
Untersuchung eine Rolle gespielt haben konnte. Konzentrationen an von Clearfil
Protekt Bond freigesetzten Fluorid-Ionen konnten in dieser Arbeit aufgrund des
Studiendesigns nicht ermittelt werden. Aber in der Literatur vorhandene
Erkenntnisse lassen Schlussfolgerungen beziiglich dieser Fragestellung auch fiir
diese Studie zu. Peris et al. (2006) untersuchten in einer In-vitro-Studie Fluorid
Konzentrationen in Fluorid freisetzenden Adhisiven und dessen Wirkung auf die
Entstehung von Sekundirkaries. Die Arbeitsgruppe fand heraus, dass die von
Clearfil™ Protect™ Bond freigesetzte Fluoridkonzentration median 0,002 ppm
betrug, was eindeutig zu niedrig ist, um der Kariesentstehung im Dentin
entgegenzuwirken. Da das Dentin aufgrund seines strukturellen Aufbaus leichter
16slich ist und die Kristalle kleiner sind (Ten Cate 1999), sind im Vergleich zur
Schmelzkaries deutlich hohere Fluoridkonzentrationen notig, um eine Dentinkaries
zu stoppen (Almqvist & Lagerlof 1993; Featherstone 1994). Eine Remineralisation
der Schmelz-ldsionen fangt erst an mit 0.03 ppm-Fluorid im kiinstlichen Speichel
oder in der Plaque. Fiir eine optimale Remineralisation ist eine Fluoridkon-
zentration von 0.08 ppm-Fluorid erforderlich (Featherstone 1999; 2000; Ten Cate
1999; Ten Cate & Van Loveren 1999). Es wurde bis jetzt nur fiir GIZ berichtet,
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dass in vivo innerhalb von 3 Wochen nach der Fiillungslegung der Fluoridgehalt
des Speichels von 0,04 ppm auf 0,8 ppm steigt (Hatibovic-Kofman & Koch 1991).

Auch Peris et al. (2006) konnten keine Sekundirkaries inhibierende Wirkung bei
Clearfil Protect Bond beobachten, als Karies unter Einwirkung der Sdureldsungen
erzeugt wurde. Daher ldsst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass in dieser
Untersuchung die bei bakteriellbedingter Karieserzeugung erzielte Reduktion der
Sekundirkaries nicht an der durch beigesetzte Fluoride verursachte Sdureresistenz
der Zahnhartsubstanz liegt, sondern an der durch MDPB hervorgerufene
Eliminierung der Bakterien und dementsprechend verringertem Siureangriff im
Randspaltbereich. Auch Itota et al. (2002) beobachteten, dass die Fluorid
enthaltenden Adhésivsysteme nur in Verbindung mit Fluorid freisetzenden
Restaurationsmaterialien aufgrund der erhohten Fluoridfreisetzung in der Lage
waren, Sekundirkaries zu hemmen. Gleichzeitig berichteten diese Autoren, dass
das gleiche Fluorid freisetzende Adhésiv in Verbindung mit Restau-
rationsmaterialien, die kein Fluorid freisetzen, keine Reduktion der Karies erzielen
konnten. In unserer Studie wurde Clearfil Protecht Bond in Verbindung mit Tetric
Ceram HB (,,Ivoclar Vivadent*, Schaan, Liechtenstein), das kein Fluorid enthilt,
verwendet. Wenn man aber, gestiitzt auf andere Studien, die meinen, dass Fluorid
freisetzende Adhisivsysteme einen Weg zur Kariesinhibition darstellen konnten
(Kerber & Donly 1993), trotzdem annimmt, dass der Fluoridgehalt in Clearfil
Protecht Bond zur Reduktion des Mineralverlustes in dieser Studie beigetragen
haben konne, soll diesbeziiglich erwidhnt werden, dass in der Literatur eine
Meinungsgleichheit dariiber herrscht, dass die Fluoridfreisetzung von anderen
Materialien wesentlich geringer ist als bei GIZ (Forsten 1990 ; Schiffner & Brockel
1999). Zwar lagerten die Proben 4 Wochen lang in kiinstlichem Speichel, wo die

Fluoridfreisetzung wesentlich herabgesetzt ist, aber trotzdem wird die
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Fluoridfreisetzung aus den Fiillungsmaterialien nicht komplett gestoppt. Erwar-
tungsgemdll sollten diese geringen Mengen an vom Clearfil Protecht Bond
freigesetzten Fluorid bis zum Einbringen der Proben in die kiinstliche Mundhohle
schon ldngst verloren gegangen sein. Auch Schmalz et al. (2004(a) kamen zum
Schluss, dass die Karies inhibierende Wirkung von aus Clearfil Protect Bond

freigesetztem Fluorid eher begrenzt sei.

6.2.2.2 Uberpriifung der Ergebnisse

Die Flidche, deren Abstand 120 um vom Kavitidtenrand betrug, wurde als Kon-
trollfliche der Primédrkaries definiert. Messungen in diesem Bereich sollten einen
Uberblick dariiber verschaffen, ob alle Gruppen einem gleich starken karitsen
Angriff ausgesetzt waren und ob durch gewihlte Versuchsanordnung der
Forderung nach Reproduzierbarkeit der Lésionen entsprochen werden konnte.
Statistische Ergebnisse zeigen, dass in diesem Bereich alle Gruppen (PB;s, SB;s,
OB,5) mit Ausnahme der Gruppe F;s eine homogene Untergruppe bilden, es gibt
keine Unterschiede beziiglich des Mineralverlusts oder der Lisionstiefe zwischen
den Gruppen PB;s, SB5s und OB;s. Diese Ergebnisse belegen ohne Zweifel, dass
fiir alle Gruppen gleiche Bedingungen geschaffen werden konnten und dass die
Reproduzierbarkeit von artifiziellen Lisionen gegeben war. Dass in der Gruppe F
signifikant weniger Karies (beziiglich Lt & delta Z) entstanden ist als in anderen
Versuchsgruppen, ldsst sich auf Fluorid-Ionen, die aus GIZ freigesetzt werden,
zuriickfithren. Es wurde gezeigt, dass durch Kontakt mit GIZ der Fluoridgehalt im
Schmelz sogar bis zu 3 mm von GIZ entfernt signifikant steigt (Fischer-Brandies et
al. 1991). Es wurde auch im Dentin neben GIZ eine signifikante Fluoridan-

reicherung verzeichnet (Mukai et al. 1993). Dieses aus GIZ freigesetzte Fluorid
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wird also auch im Dentin eingebaut und fiihrt dort zu einer erhéhten Siureresistenz
(Tsanidis & Koulourides 1992). Wie In-vitro-Untersuchungen von Dunne et al.
1996 zeigen, fiihrt diese erhohte Sadureresistenz zu einer Inhibition einer Karies im
Dentin. Die Fluoridkonzentrationen in Zahnhartsubstanzen nehmen jedoch mit
VergroBerung des Abstandes zur Fiillung ab (Mukai et al. 1993; Fischer-Brandies
etal. 1991).
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7. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Untersuchung fiihrte der Verzicht auf adhidsive Behandlung
vor dem Legen der Fiillung in 50 % der Fille zu Fiillungsverlust, nachdem die
Testzdhne den Karies fordernden Bedingungen unterzogen waren. Dabei ergaben
die Ergebnisse auch, dass - wie erwartet - die Bildung von Sekundirkaries in diesen
Gruppen am hochsten ausfiel, was darauf hindeutet, dass die Adhésivsysteme in der
dsthetischen  Fiillungstherapie  nicht  wegzudenken sind und  eine

Grundvoraussetzung fiir die Fiillungstherapie darstellen.

Die Bildung von Sekundirkaries zeigte sich geringer in den Gruppen, in denen vor
der Fiillungslegung Adhisive angewendet wurden, wobei die Gruppen, die mit
Clearfil Protect Bond, das antibakterielles Monomer MDPB enthilt, behandelt
wurden, signifikant geringere sekunddre Wandldsionen (bzw. Mineralverlust in
diesem Bereich) zeigten als die Gruppen, die mit Clearfil SE Bond, das keine
antibakteriellen Zusitze beinhaltet, behandelt wurden. Laut der Ergebnisse der
vorliegenden Studie konnte eine deutliche Karies inhibierende Wirkung des
Clearfil Protect Bonds nach der Polymerisation nachgewiesen werden. Nach der 4
Wochen langen Lagerung in dem kiinstlichen Speichel und der 8 Wochen langen
Spiillosung-Aussetzung der mit Clearfil Protect Bond behandelten Proben bewirkte
das Produkt eine Verbesserung der Ergebnisse beziiglich Sekundérkariesinhibition
in den Bereichen, die sich mit dem Testmaterial in direktem Kontakt befanden. So
kann auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse der Riickschluss gezogen werden,
dass von Restaurationsmaterialien die das antibakterielle Monomer MDPB

enthalten, eine dauerhafte bakterizide Wirkung zu erwarten ist und daher die
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Verwendung von derartigen Produkten im Sinne der pridventiven Malnahmen

gegen die Randspaltkaries durchaus zu empfehlen ist.

Allerdings ergaben die Ergebnisse auch, dass die Karies hemmende Wirkung, die
von Fluorid freisetzenden GIZ (in diesem Fall Fuji IX) hervorgeht, durch die
Verwendung des Clearfil Protect Bonds weitgehend nicht erreicht wird. Die
Gruppen, die mit GIZ behandelt wurden, zeigten geringste Sekundirkariesbildung.
Daher bleiben GIZ weiterhin auf Grund ihres Potenzials, Sekundirkaries zu
hemmen, ein Ziel der Forschung mit der Hoffnung auf die Verbesserung der

werkstofflichen Schwichen wie Asthetik, Bruch- und Verschleilfestigkeit.
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8. Zusammenfassung

Adhisive Fiillungstherapie scheitert oft an den Folgen von Sekundirkaries.
Bakterielle Infektionen nach dem Legen der Fiillung fiihren hdufig zu Pulpa-
schdadigungen und Fiillungsverlusten. Auch wihrend der Erstbehandlung in der
Kavitit verbliebene Bakterien konnen iiber den Erfolg der Restaurationen ent-
scheiden. Daher ist es sinnvoll auf Karies hemmende Fiillungswerkstoffe zuriick zu

greifen.

Aufgabe der vorliegenden In-vitro-Studie war es daher zu untersuchen, ob ein
antibakterielles Adhisiv - Clearfil Protect Bond, das ein antibakterielles Monomer
MDPB (12-Methacryloyloxydodecylpyridiniumbromid) und Natriumfluorid
beinhaltet, die Entstehung von Sekundirkaries im Bereich von Fiillungsrandspalten
inhibieren kann. Die Effektivitit von Clearfil Protect Bond sollte vergleichend mit
bisher genutzten und bewdhrten Restaurationsmateria-lien wie Fluorid
freisetzendem Glasionomerzement - Fuji IX (bekannt als Kariesprotektiv) und
MDP (10-Methacrylat-oxydecyl Dehydrogenphosphat) enthaltendem Clearfil SE

Bond (bekannt durch stabile und gute Haftwerte) untersucht werden.

Fiir die Durchfiihrung der Untersuchungen wurde eine kiinstliche Mundhohle
gebaut. Fiir die gesamte Studie wurden 24 kariesfreie menschliche Molaren
verwendet. In diesen wurden Kavititen der Black Klasse [ (@4 — 5mm x T 1,8 —
2 mm) préapariert. Die Zdhne wurden randomisiert in 4 Gruppen geteilt und

unterschiedlich behandelt:

138



1. Die Proben der Gruppen OB dienten als negatives Beispiel fiir vermehrte
Randspaltbildung, sie wurden ohne die Anwendung des Haftvermittlers mit
Komposit (Tetric Ceram HB der Firma ,,Ivoclar Vivadent®, Schaan, Liechtenstein)
gefiillt.

2.Gruppe F: Fuji IX (“GC” Europe, Leuven, Belgien)

3.Gruppe SB: Clearfil™ SE Bond (Kuraray Medical Inc., Okayama, Japan und
Komposit (Tetric Ceram HB der Firma ,,Ivoclar Vivadent®, Schaan, Liechtenstein)
4. Gruppe PB: Clearfil™ Protect™ Bond (Kuraray Medical Inc., Okayama, Japan)

und Komposit (Tetric Ceram HB der ,,Ivoclar Vivadent®, Schaan, Liechtenstein)

Die Restaurationen wurden der thermischen Wechselbelastung (2000 Zyklen, 5 °C
und 55 °C) und Kausimulation (50000 Zyklen, 5 kg Belastung) unterzogen, um
Randspalten zu induzieren. Vor dem Einbringen in die kiinstliche Mundhohle
lagerten die gefiihlten Zahnproben 4 Wochen lang in sterilem kiinstlichem
Speichel. Die Simulation der Black Klasse II Restaurationen erfolgte durch
Separation der Zihne in zwei gleich groBle Hélften (mesiale und distale Teile).
Nach 20 Minuten langer Desinfektion in 70 % Ethanol wurden die Probekorper in
die kiinstliche Mundhohle eingebracht und einkeimiger streptokokkaler Plaque

ausgesetzt, um sekundirkariose Lisionen zu erzeugen.

Die Studie wurde in drei Untersuchungsabschnitten mit jeweils 8 Zidhnen
durchgefiihrt. In Untersuchungsabschnitt I wurde die optimale Verweildauer der
Zahnproben in kiinstlicher Mundhohle fiir die Demineralisationsentstehung
ermittelt. Diese wurde auf 8 Wochen festgesetzt. Weiterhin folgten identische
Untersuchungsabschnitte II und III, die jeweils 8 Wochen lang andauerten. Durch

dieses Vorgehen wurde die Aussagekraft der ermittelten Ergebnisse gesichert. Das
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Ausmal der entstandenen Demineralisationen an den Kavititenrdndern wurde in

einem pCT- Gerit gemessen.

Die erzielten Ergebnisse lieBen erkennen, dass keines der verwendeten Materialien
in der Lage war die Sekunddrkaries am Entstehen komplett zu hindern. Wie
erwartetet, entstand in den Gruppen OB, die ohne Adhisivsystem restauriert
wurden, im Vergleich zu den anderen Gruppen (SB, PB, F) signifikant mehr
Sekundirkaries. Die mit Clearfil Protect Bond behandelten polymerisierten Proben
zeigten signifikant weniger ausgeprigte Sekundirkaries (bzw. Mineralverlust) in
Bereichen, die direkt am Restaurationsmaterial angrenzten, als Gruppen wo
Clearfil SE Bond angewendet wurde. Ab einer Entfernung von 40 um und mehr
(80 um; 120 um) von der Kavitidtenrand konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen diesen Materialien (PB und SB) festgestellt werden. Als kariesprotektive
Materialien nehmen die Fluorid freisetzenden Glasionomerzemente eine fiihrende
Stellung ein, denn in den Gruppen der mit Fuji IX behandelten Proben entstanden

signifikant geringere sekundér- und primérkariose Lisionen als in anderen Gruppen

(SB, PB, OB).

Aus den Ergebnissen dieser In-vitro-Studie ldsst sich ableiten, dass das MDPB
Monomer auch nach der Polymerisation antibakteriell wirkt und dass es im
feuchten Milieu nicht freigesetzt wird, so dass durch die Verwendung von Clearfil
Protect Bond ein permanenter Schutz vor Sekundirkaries im Randspaltbereich zu
erwarten ist. Daher kann fiir dieses Produkt eine Praxisempfehlung ausgesprochen

werden.
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Da die zell- und pulpatoxischen Effekte, die eventuell von dem MDPB Monomer
hervorgerufen werden konnen, in dieser Untersuchung nicht beriicksichtigt wurden,
muss es Ziel weiterer Studien sein, die Biokompatibilitit dieses Produktes zu

priifen.
Ob die in dieser In-vitro-Studie ermittelten Ergebnisse sich ohne weiteres auch in

vivo iibertragen lassen, bleibt den weiterfithrenden klinischen Langzeitstudien

uiberlassen.
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10. Anhang

10.1 Tabellen Anhang

10.1.1 Tabellen zum Kapitel 5.2

Tabelle 10.1a

Gruppenstatistiken / Messungen direkt an Fiillungsrindern

Zeit in ) Standardabw standardfehler
Wochen N [|Mittelwert cichun des
& Mittelwertes
delta Z, 6 16 |3521,5862| 2784,12539 696,03135
8 16 |4559,6625] 3225,50400 806,37600
Lt 6 16 ,6113 , 39665 ,09916
(in mm) 8 16 7112 47331 ,11833

Tabelle 10.1b

Gruppenstatistiken / Entfernung vom Fiillungsrand 40 pm

Zeit in ) Standardabw standardfehler
Wochen N |Mittelwert cichun des
g Mittelwertes
delta Z 6 16 13365,2131| 2284,89707 571,22427
8 16 |4144,6194| 2414,72955 603,68239
Lt 6 16 , 7294 ,33601 ,08400
(in mm) 8 16 ;7412 , 40699 ,L10175
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Tabelle 10.1c

Gruppenstatistiken / Entfernung vom Fiillungsrand 80 pm

Zeit in ) Standardabw Standardfehler
Wochen N |Mittelwert cichun des
g Mittelwertes
delta Z 6 16 [3285,5987| 1741,74188 435,43547
8 16 |3723,8281| 1910,50138 477,62535
Lt 6 16 ,8056 ,29289 ,07322
(in mm) 8 16 , 7394 , 32773 ,08193

Tabelle 10.1d

Gruppenstatistiken / Entfernung vom Fiillungsrand 120 pm
Zeit in : Standardabw Standardfehler
Wochen N [Mittelwert cichun des
& Mittelwertes
delta Z 6 16 |[3649,7744] 1695,69640 423,92410
8 16 |2864,8288| 770,84958 192,71240
Lt 6 16 ,8069 ,33553 ,08388
(in mm) 8 16 ,6988 ,19809 ,04952
10.1.2 Tabellen zum Kapitel zum Abschnitt 6.2.1.2
Tabelle 10.1.2a
P;Te Restaurationsmaterial Gruppe V%ﬁlctl::n delta Z (inl;;m)
1 Fuji IX W61 6 1295,17 0,23
2 |Fuji IX W61 6 1039,96 0,21
3 |FujiIX w°, 6 1964,63 0,24
4 |FujiIX W61 6 2121,05 0,27

163




5 Tetric Ceram / Ohne Bond W61 6 9011,81 1,37
6 Tetric Ceram / Ohne Bond W61 6 11433,19 1,54
7 Tetric Ceram / Ohne Bond W&, 6 3033,55 0,86
8 Tetric Ceram / Ohne Bond W&, 6 3362,49 0,47
9 Clearfil Se Bond / Tetric Ceram wo 6 2283,68 0,52
10 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram wo 6 2743,32 0,56
11 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W61 6 2269,98 0,5
12 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W61 6 2578,92 0,73
13 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W&, 6 2556,41 0,35
14 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram w¢, 6 2713,81 0,46
15 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W61 6 3196,49 0,49
16 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W61 6 4740,92 0,98
17 | Fuji IX w8 8 1251,99 0,23
18 | Fuji IX w8 8 1032,39 0,23
19 |Fuji IX w8 8 1258,61 0,24
20 |Fuji IX w8 8 1185,13 0,23
21 | Tetric Ceram / Ohne Bond ng 8 10250,74 1,52
22 | Tetric Ceram / Ohne Bond w8 1 8 10543,13 1,5
23 | Tetric Ceram / Ohne Bond wt 1 8 8830,03 1,36
24 | Tetric Ceram / Ohne Bond wt 1 8 8277,92 1,37
25 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram w8 1 8 4161,94 0,67
28 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram w8 1 8 4069,55 0,66
27 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W81 8 2562,42 0,41
28 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W81 8 4102,74 0,58
29 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram wt 1 8 2627 0,39
30 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram w?t 1 8 5122,71 0,9
31 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W81 8 3363,22 0,49
32 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W81 8 4315,08 0,6
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Tabelle 10.1.2b

P;T.)e Restaurationsmaterial Gruppe V%ﬁicthi:n delta Z (inI;Itlm)
1 |Fujiix W, . 149037 0,25
2 |Fuji IX WS 6 1361,69 0,31
3 |Fuji IX WS 6 2049,66 0,56
4 | Fuji IX WY, 6 2455,08 0,37
5 | Tetric Ceram / Ohne Bond WS 6 74253 1,35
6 | Tetric Ceram / Ohne Bond W5 6 10013,73 1,45
7 | Tetric Ceram / Ohne Bond WO 6 2898,99 0,84
8 | Tetric Ceram / Ohne Bond WP 6 3088,45 0,97
9 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram WO 6 2188,34 0,51
10 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W5 6 2829,65 0,58
11 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W5 6 2159,7 0,74
12 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W5 6 2840,51 0,78
13 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram WO 6 2421,63 0,71
14 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram WO 6 2751,64 0,61
15 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram WO 6 2952,74 0,66
16 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W5 6 4915,93 0,98
17 |Fuji IX WS 8 172774 0,32
18 | Fuji IX WS 8 1542,22 0,28
19 |Fuji IX w5, 8 1421,09 0,28
20 |Fuji IX w5, 8 1547,18 0,33
21 | Tetric Ceram / Ohne Bond W 8 9175,06 1,51
22 | Tetric Ceram / Ohne Bond W, 8 8743,52 1,46
23 | Tetric Ceram / Ohne Bond W8 8 6693,60 1,24
24 | Tetric Ceram / Ohne Bond W8 8 S5119,34 1,09
25 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W8 8 4224,56 0,79
28 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W8 8 4232,38 0,73

165




27 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W85 8 255845 0,44
28 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W 8 40274 0,58
29 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram WSS 8 2625,46 0,46
30 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram WSS 8 5001,52 0,86
31 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W85 8 310284 0,64
32 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W85 8 449615 0.85
Tabelle 10.1.2¢

P;(;l_)e Restaurationsmaterial Gruppe v%ﬁithi:n delta Z (inI;Itlm)
1 |Fuji IX W 6 1545,61 0,31
2 |Fuji IX W 6 1462,78 0,34
3 |Fuji IX W 6 2508,92 0,81
4 | Fuji IX W 6 2333,33 0,35
5 | Tetric Ceram / Ohne Bond W 6 5340,07 1,28
6 | Tetric Ceram / Ohne Bond W5 6 8763,7 1,35
7 Tetric Ceram / Ohne Bond W(’lo 6 2872,98 0,86
8 Tetric Ceram / Ohne Bond W610 6 3195,7 0,96
9 Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W610 6 2642.,86 0,86
10 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W 6 2917,89 0,75
11 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W5 6 2348,3 0,74
12 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W610 6 3178,91 0,83
13 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W610 6 3020,09 0,93
14 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W610 6 2968.,47 0,91
15 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W610 6 2953,09 0,68
16 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W610 6 4516,88 0,93
17 |Fuji IX W 8 1648,53 0,36
18 |Fuji IX W 8 1994,18 0,4
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19 |Fuji IX W 8 16643 0,3
20 [ Fuji IX W 8 2057,43 0,41
21 | Tetric Ceram / Ohne Bond Wslo 8 8578.,98 1,38
22 | Tetric Ceram / Ohne Bond Wslo 8 7153,18 1,33
23 | Tetric Ceram / Ohne Bond Wslo 8 4230,45 1,05
24 | Tetric Ceram / Ohne Bond Wslo 8 2703,04 0,84
25 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram ngo 8 3918,29 0,82
28 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram ngo 8 4167,46 0,85
27 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram Wslo 8 2682,72 0,46
28 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram Wslo 8 3974,41 0,75
29 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram w8 10 8 2718,15 0,47
30 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram w8 10 8 4753,12 0,82
31 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram ngo 8 3254,23 0,76
32 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram ngo 8 4082,78 0,83
Tabelle 10.1.2d
P;T.)e Restaurationsmaterial Gruppe V%ﬁicthi:n delta 7 (inI;Itlm)
1 |Fuji IX W5 6 1583,79 0,35
2 |Fuji IX WO s 6 1827,45 0,42
3 |FujiIX W5 6 1636,29 0,39
4 | Fuji IX WO s 6 2341,89 0,43
5 | Tetric Ceram / Ohne Bond W0 s 6 4536,82 1
6 | Tetric Ceram / Ohne Bond W61 5 6 7482.09 1,39
7 Tetric Ceram / Ohne Bond W61 5 6 6281,23 1,4
8 Tetric Ceram / Ohne Bond W615 6 5254,92 1,18
9 Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W61 5 6 2512,73 0,82
10 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W61 5 6 2930,56 0,69
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11 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W61 5 6 4028,68 0,82
12 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W61 5 6 4040,71 0,9
13 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram W05 6 3179,51 0,96
14 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram WO,s 6 3282,89 0,93
15 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram WOs 6 2660,36 0,54
16 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram WOs 6 4816,47 0,69
17 | Fuji IX W* s 8 1719,77 0,38
18 | Fuji IX W* s 8 2152,38 0,46
19 |Fuji IX W85 8 2552,42 0,73
20 | Fuji IX W85 8 2313,59 0,47
21 | Tetric Ceram / Ohne Bond w8 15 8 3064,61 0,91
22 | Tetric Ceram / Ohne Bond w8 15 8 3329,07 1,07
23 | Tetric Ceram / Ohne Bond W815 8 2319,68 0,57
24 | Tetric Ceram / Ohne Bond ng 5 8 2055,13 0,51
25 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram w? 15 8 2195,75 0,77
28 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W815 8 3081,32 0,81
27 |Clearfil Se Bond / Tetric Ceram w8 15 8 2690,44 0,53
28 | Clearfil Se Bond / Tetric Ceram W815 8 3830,63 0,62
29 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram wt 15 8 2894,51 0,78
30 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram wt 15 8 4381,81 0,92
31 |Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram w8 15 8 3099,03 0,79
32 | Clearfil Protect Bond / Tetric Ceram w8 15 8 4157,12 0,86
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10.2 Die Betriebsarten von ISMATEC MPC Standart Schlauchpumpen

Pumpen nach:

Total-Volumen

Drehzahl

Fliefrate

Zeit

Es konnen in Drei unterschiedlichen dosierwerten

die in Display erscheinen gewihlt Werden:

*Mikroliter: z.B. 12.0 ul = 12.0 pn

eMilliliter: z.B. 1200 ml = 1200 ml

eLiter: z.B. 12.01 = 12.0 L (Anzeige in Liter ab 9999 ml)

ist in Schritten von 0.1 min™'— 240.0 min™" einstellbar,
wobei der Drehzahl auch bei laufender Pumpe geédndert
werden kann

wird in pl/min bzw. ml/min angegeben.

Die FlieBrateneinstellung hingt von der Anzahl der
Pumpenrollen und vom Schlauchinnendurchmesser ab.
Je nach Bestiickung konnen Fliesraten zwischen 0.001 —
3700 ml/min eingestellt werden.

Funktion ,,Fliefirate kalibrieren
Fiir eine moglichst prizise FlieBrate konnen die Pumpen
kalibriert werden

Die Dosierzeit kann von 0.1 s — 999 h eingegeben
werden.

*Sekunden: 0.1" — 899.9" (in 0.1 s Schritten)
eMinuten: 15’ — 899’ (in 1 min Schritten)

eStunden: 15 h —999 h (in 1 h Schritten)

Wobei, Dosierzeit auch wihrend des Dosiervorganges
verdndert werden kann.

Bei dieser Funktion konnen zusitzlich die folgenden
Werte abgelesen werden:

* Drehzahl (PUMP rpm)

* FlieBrate (PUMP Flow rate)

* total gefordertes Volumen (TOTAL)

Drehzahl und FlieBrate kann dabei wihrend des
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Dosiervorganges verdandert werden.

Volumen eingeben von gewiinschten Dosiervolumen sind in Drei
unterschiedlichen werten moglich:
Mikroliter: z.B. 12.5 pl = 12.5 n
Milliliter: z.B. 230.5 ml = 230.5
Liter: z.B. 12.5 Liter = 12.5 L
(Anzeige in Liter ab 9999 ml)

Dosiervolumen und Drehzahl kann auch wihrend des
Dosiervorganges verdandert werden.

Funktion ,, Volumen kalibrieren‘

Fiir eine prizise Dosierung konnen die Pumpen
Kalibriert werden (richtige Auswahl der Pumpenrollen
und der Schlduche ist auch hier die Voraussetzung).

Volumendosierung gewlinschte Zeit (0.1 s — 999 h) (es wird auf

in einer Zeiteinheit Funktion ,,Pumpen nach Zeit“ zuriickgegriffen) und
gewlinschtes Volumen in ml eingegeben werden. Die
Pumpe dosiert nun das gewiinschte Volumen innerhalb
der vorgegebenen Zeit. Unkorrekte Angaben werden in
Display als ,,Fehlermeldung* angezeigt:
9999 = Volumen zu grof3 Zeit zu kurz
1111 = Volumen zu klein Zeit zu lang

Intervall-Dosieren erlaubt das repetitive Dosieren nach Zeit mit

(Zeiteinheit) vorgegebener Pausenzeit. Es werden Pausenzeit (0.1 s-
999 h) und Dosierzeit (0.1 s — 999 h) separat eingegeben
Pumpe dosiert nun in Intervallen, bis wieder RUN/STOP
Taste gedriickt wird.

Wihrend des Dosiervorganges

konnen folgenden Werte abgelesen werden:
* Drehzahl (PUMP rpm)*

* FlieBrate (PUMP Flow rate)*

* total gefordertes Volumen (TOTAL)
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Intervall-Dosieren
(Volumen)

Anzahl
Dosierzyklen

Die Drehzahl und FlieBrate ebenso wie Dosierzeit
selbst konnen auch wihrend des Dosiervorganges
verdndert werden. Fiir eine moglichst préizise FlieBrate
kann auf die Funktion ,,Fliefirate kalibrieren*
zuriickgegriffen werden.

erlaubt das repetitive Dosieren nach Volumen mit
vorgegebener Pausenzeit. Pausenzeit (0.1 s — 999 h)
und gewiinschte Volumen werden eingegeben. Die
Pumpe dosiert nun in Intervallen, bis wieder RUN/STOP
Taste gedriickt wird.

Wihrend des Dosiervorganges

konnen folgenden Werte abgelesen werden:
* Drehzahl (PUMP rpm)*

e Flielrate (PUMP Flow rate)*

* total gefordertes Volumen (TOTAL)

Die Drehzahl und FlieBrate ebenso wie Dosiervolumen
selbst konnen auch wihrend des Dosiervorganges
verdndert werden. Fiir eine prizise Dosierung konnen
das Volumen mit Funktion ,, Volumen kalibrieren“
Kalibriert werden.

Beim Dosieren in Intervallen (nach Zeit bzw. Volumen)
kann die Anzahl Dosierzyklen vorgegeben werden.

Es wird zwischen folgenden Modulen gewdhlt:

* DISP Time/Pause

* DISP Volume/Pause

und die Anzahl der gewiinschten Dosierzyklen
eingegeben. Wihrend den Pausen wird noch
verbleibende Anzahl der Dosierungen in Display
angezeigt. Es kann auch die verbleibende Pausenzeit
abgefragt werden. Die Intervall-Dosierung kann mittels
RUN/STOP-Taste jederzeit unterbrochen werden; bei
Neustart wird mit der verbleibenden Zahl Dosierzyklen
weitergefahren.
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Tropfenfreies Beim Verwendung von FMI Pumpenkopf, konnen in

Dosieren Betriebsarten Dosieren nach Volumen,
Volumendosierung in einer Zeiteinheit , Intervall-
Dosieren (Volumen), Rollen-/Hubriickschritte (1 — 100
Schritte bzw. Hiibe) aktiviert werden.

Pumpen Die MCP Standard kann im Dauerbetrieb bis max. 1.5

gegen Druck bar Differenzdruck eingesetzt werden. Je nach
Pumpenkopf und Schlauchdurchmesser (kleinere
Durchmesser) kann kurzzeitig auch gegen einen hoheren
Druck gepumpt werden.
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10.3 Bilderanhang (Verwendete Restaurationsmaterialien)
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10.4 Abkiirzungen

Abb.
GIZ
HGIZ
KGIZ
MDP
MDPB
%)

Lt
pCT

Abbildung

Glasionomerzement

Hochviskose Glasionomerzement
Kunststoffmodifizierte Glasionomerzement
(10-Methacrylat-oxydecyl Dehydrogenphosphat)
(12—-Methacryloyloxydodecylpyridiniumbromid)
Diameter

Liasionstiefe

Mikrokomputertomography
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